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Chloraromatische Verbindungen finden u.a. als Herbizide, Pestizide sowie bei der Herstellung
von Farben und Lacken Verwendung. Allerdings sind viele dieser Verbindungen toxisch und
zudem persistent (Ghisalba, 1983). Die Chloraromaten stellen daher eine wichtige Gruppe von
Umweltschadstoffen dar.
Bekannte Vertreter dieser Gruppe sind z.B. das Insektizid DDT (Dichlordiphenyltrichlorethan),
das Holzschutzmittel PCP (Pentachlorphenol) oder die Gruppe der PCB (Polychlorierte
Biphenyle, u.a. als Weichmacher in Kunststoffen verwendet), deren Herstellung und
Anwendung in Deutschland schließlich 1972 (DDT) bzw. 1989 (PCP und BCP) verboten wurden
(Bayerisches Staatsministerium für Landesentwicklung und Umweltfragen).
Trotz der Toxizität und Persistenz sind zahlreiche Mikroorganismen isoliert worden, die chlor-
aromatische Verbindungen vollständig abbauen können (Chaudhry & Chapalamadugu, 1991;
Häggblom, 1990). Dieses Abbaupotential entstand vermutlich nicht erst als Reaktion auf den
menschlichen Eintrag dieser Verbindungen in die Umwelt, da Chloraromaten abbauende
Bakterien auch aus unbelasteten Standorten isoliert werden konnten (Fulthorpe et al., 1996;
Kamagata et al., 1997; Kitagawa et al., 2002). Den Chloraromaten anthropogenen Ursprungs
stehen vielmehr auch eine Reihe natürlich vorkommender Chloraromaten gegenüber. Solche
treten insbesondere im Zusammenhang mit der Zersetzung von totem Pflanzenmaterial
(Myneni, 2002), z.B durch Lignin abbauende Pilze (de Jong, 1997), auf.
Das natürliche Abbaupotential der Bakterien kann im Schadensfall für eine biologische Sa-
nierung (Bioremediation) genutzt werden. So kann durch Biostimulation, d.h. durch eine
Optimierung der Wachstumsbedingungen (pH-Wert, Zugabe von Elektronenakzeptoren,
Belüftung etc.) versucht werden, den Abbau durch die am Standort vorhandene Mikroflora zu
fördern. Dazu ist es jedoch sinnvoll, zu wissen, ob in der Bakterienpopulation das gewünschte
Abbaupotential vorhanden ist und auf welche Taxa dieses verteilt ist. Ist kein ausreichendes
Abbaupotential vorhanden, kann z.B. eine Bioaugmentation, d.h. ein Freisetzen von im Labor
herangezüchteten Bakterien mit den gewünschten degradativen Fähigkeiten, in Betracht
gezogen werden. In beiden Fällen ist für die Prozesssteuerung ein Monitoring erforderlich, in
dem die Entwicklung der freigesetzten Bakterien während des Abbauprozesses kontrolliert wird.
Die klassische mikrobiologische Methode zur Bestimmung des Abbaupotentials und zur
Klassifizierung und Quantifizierung der Bakterien wäre die selektive Anreicherung und
Kultivierung einzelner Bakterienstämme. Dies ist aber nicht nur sehr zeitaufwändig, sondern
auch extrem ungenau, da je nach der gewählten Kultivierungsmethode die Anzahl und Zusam-
mensetzung der isolierten Stämme variieren kann (Dunbar et al., 1997) und viele Bakterien
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zudem nicht kultivierbar sind (Amann et al., 1995). Ein genaueres Bild über die Zusammen-
setzung einer Bakterienpopulation und ihrer degradativen Fähigkeiten kann man dagegen mit
Hilfe molekularbiologischer Methoden erzielen, da mit ihnen die Bakterien und ihre katabolen
Gene direkt in einer Umweltprobe nachgewiesen werden können. Abb. 1 gibt einen Überblick
über die Vielzahl der heute dafür zur Verfügung stehenden molekularbiologischen Methoden.
Diese beruhen i.d.R. auf dem Nachweis der Gene mit DNA-Sonden oder PCR-Primern auf
DNA- oder RNA-Ebene. Der Nachweis auf RNA-Ebene bietet dabei den Vorteil, einen Einblick
in die zum Zeitpunkt der Probennahme exprimierten Gene und damit in die vorherrschenden








































Abb. 1: Übersicht über die molekularbiologischen Methoden zur Detektierung und Identifizierung Xeno-
biotika abbauender Bakterien und ihrer katabolen Gene in Umweltproben. Grau hinterlegte Bereiche
umfassen Arbeiten, die in der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden. DGGE, Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis, SSCP, Single Strand Conformation Polymorphism, T-RFLP, Terminal Restriction Frag-
ment Length Polymorphism. Nach Widada et al. (2002).
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Die Entwicklung geeigneter DNA-Sonden und PCR-Primer setzt jedoch eine gute Vorkenntnis
über die am Abbau beteiligten Stoffwechselwege und deren genetische Grundlagen voraus. Je
größer die vorhandene Sequenzdatenbasis für die Ableitung von entsprechenden DNA-Sonden
oder PCR-Primern ist, desto größer ist auch die Wahrscheinlichkeit ein möglichst genaues
Abbild des degradativen Potentials erzielen zu können.
Ein wichtiger Stoffwechselweg im Abbau der Chloraromaten ist der modifizierte ortho-Weg.
Viele chloraromatische Verbindungen werden durch periphere Enzyme zu Chlorcatecholen als
zentrale Intermediate umgesetzt. Als erster Schritt im weiteren Abbau erfolgt dann die Spaltung
des aromatischen Rings. Diese kann extradiol in meta-Stellung (Arensdorf & Focht, 1995; Mars
et al., 1997) erfolgen oder, wie im modifizierten ortho-Weg, intradiol in ortho-Stellung.
Im modifizierten ortho-Weg (Abb. 2) erfolgt die Ringspaltung durch eine Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase (EC 1.13.11.-) unter Bildung eines Chlormuconats. Durch Cycloisomerisierung
durch eine Chlormuconat-Cycloisomerase (EC 5.5.1.7, EC 5.5.1.11) entsteht ein, gegebenen-
falls noch substituiertes, cis- oder trans-Dienlacton, das durch eine Dienlacton-Hydrolase (EC
3.1.1.45) zu einem Maleylacetat hydrolysiert wird. Dieses wird schließlich von einer
Maleylacetat-Reduktase (EC 1.3.1.32) zu 3-Oxoadipat reduziert, das über weitere Schritte zu
Metaboliten des Tricarbonsäurezyklus umgesetzt wird. Die Dehalogenierung erfolgt nach der
Ringöffnung, i.d.R. durch die jeweilige Chlormuconat-Cycloisomerase und, bei mehrfach
substituierten Chloraromaten, auch durch die jeweilige Maleylacetat-Reduktase.
Kürzlich wurde in Rhodococcus opacus 1CP eine Variante des modifizierten ortho-Wegs
entdeckt. Dieser Stamm war ursprünglich auf Grund seiner Fähigkeit, auf 2,4-Dichlorphenol und
4-Chlorphenol zu wachsen, isoliert worden (Gorlatov et al., 1989). Bei Wachstum auf diesen
Substraten erfolgt der Abbau des 3,5-Dichlor- bzw. des 4-Chlorcatechols wie oben beschrieben.
Nach einer längeren Adaptation ist der Stamm jedoch zusätzlich in der Lage, 2-Chlorphenol
umzusetzen (Moiseeva et al., 2001). Dabei wird ein 3-Chlorcatechol-Abbauweg induziert, bei
dem die Dechlorierung nicht durch die entsprechende Chlormuconat-Cycloisomerase erfolgt,
sondern durch ein zusätzliches Enzym, das als 5-Chlormuconolacton-Dehalogenase bezeichnet
wurde (Moiseeva et al., 2001; Moiseeva et al., 2002). Das entstehende 2-Chlormuconat wird
von der Chlormuconat-Cycloisomerase nicht zum trans-Dienlacton, sondern zu 5-Chlormucono-
lacton umgesetzt. Dieses wird dann durch die Chlormuconolacton-Dehalogenase, die mit den
Muconolacton-Isomerasen des Catechol-Abbaus verwandt ist, unter Chloridfreisetzung zum cis-














































































Abb. 2: Gegenüberstellung von Catechol- und Chlorcatechol-Abbauwegen. Links: proteobakterieller
Abbau von Catechol über den ortho-Weg, Mitte: neuer modifizierter ortho-Weg von R. opacus 1CP
(Moiseeva et al., 2001; Moiseeva et al., 2002), rechts: modifizierter ortho-Weg von R. eutropha JMP134
(pJP4) (Don et al., 1985; Laemmli et al., 2000).
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Die Degradation des Chlorcatechols über ortho-Spaltung erfolgt analog zum Abbau von un-
substituiertem Catechol (Abb. 2), dem sogenannten ortho-Weg. Die Analogie zwischen
Catechol- und Chlorcatechol-Abbau bezieht sich dabei hauptsächlich auf die ersten beiden
Reaktionen. Catechol- und Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen katalysieren dabei nicht nur
ähnliche Reaktionen, ihre Aminosäuresequenzen weisen außerdem signifikante Ähnlichkeiten
auf, weshalb sie als einander homolog anzusehen sind (Neidle et al., 1988). Dasselbe gilt für
die Muconat- und Chlormuconat-Cycloisomerasen (Aldrich et al., 1987). Die 3-Oxoadipat-
enollacton-Hydrolasen des Catechol-Abbaus und die Dienlacton-Hydrolasen des Chlorcatechol-
Abbaus katalysieren zwar ähnliche Reaktionen, ihre Sequenzen zeigen aber nur eine sehr
geringe Ähnlichkeit (Schlömann, 1994). Für die Maleylacetat-Reduktase gibt es im Catechol-
Weg dagegen nicht einmal ein funktionelles Äquivalent.
Die Gene, die für die Enzyme des Chlorcatechol-Abbaus codieren, sind in Genclustern
organisiert. Die ersten Chlorcatechol-Gencluster, die charakterisiert wurden, waren die der
degradativen Plasmide pJP4 aus Ralstonia eutropha JMP134 (Modul1) (Don et al., 1985;
Perkins et al., 1988), pAC27 aus Pseudomonas putida AC866 (Chatterjee & Chakrabarty, 1984;
Frantz & Chakrabarty, 1987) und pP51 aus Pseudomonas sp. P51 (van der Meer et al., 1991a;
van der Meer et al., 1991b). Der ähnliche Aufbau (Abb. 3) und der relativ hohe Grad an Ähnlich-
keit der jeweiligen Enzyme lassen einen gemeinsamen Ursprung dieser drei Cluster vermuten
(Schlömann, 1994).
Später charakterisierte Gencluster aus weiteren β- und γ-Proteobakterien zeigen eine große
Ähnlichkeit zu diesen drei Genclustern (Hickey et al., 2001; Liu et al., 2001; Ogawa & Miyashita,
1999a; Potrawfke et al., 1998). Ausnahmen bilden die Gencluster von pEST4011 aus
Achromobacter xylosoxidans EST4002 (Vedler et al., 2000b) (Abb. 3), pIJB1 aus Burkholderia
cepacia 2a (Poh et al., 2002) und pTV1 aus Variovorax paradoxus TV1 (Vallaeys,
unveröffentlicht). Diese Gencluster sind untereinander sehr ähnlich, weisen aber deutliche
Unterschiede zu den Genclustern von pJP4 (Modul1, tfdI), pAC27 und pP51 auf. Sie ähneln
aber einem zweiten Gencluster von pJP4 (Modul2, tfdII) (Laemmli et al., 2000) (Abb. 3).
Aus der Gruppe der Gram-positiven Bakterien ist Rhodococcus opacus 1CP der bisher einzige
Vertreter, dessen Chlorcatechol-Abbaugene näher untersucht wurden. Wie schon erwähnt,
besitzt er zwei verschiedene Chlorcatechol-Gencluster (Abb. 3). Die Sequenzen dieser Cluster
zeigen nur eine geringe Verwandtschaft mit den proteobakteriellen Sequenzen und die
Biochemie der Enzyme weist einige Besonderheiten auf, weshalb für die Gene dieses Stammes
eine funktionell konvergente Entwicklung angenommen wurde (Eulberg et al., 1998; Moiseeva
et al., 2002).
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Abb. 3: Organisation der Chlorcatechol-Abbaugene in spezifischen Genclustern. Referenzen und
GenBank Accession No.: tfdI R. eutropha JMP134(pJP4), M35097 (Perkins et al., 1990); P. putida
(pAC27), zusammengesetzt aus M16964 (Frantz & Chakrabarty, 1987), L06464 (Coco et al., 1993),
AF019038 (Kasberg et al., 1997); Pseudomonas sp. P51(pP51), M57629 (van der Meer et al., 1991b);
tfdII R. eutropha JMP134(pJP4), U16782 (Laemmli et al., 2000); Achromobacter xylosoxidans
(pEST4011), AY540995 (Vedler et al., 2000b); clc1 R. opacus 1CP, AF003948 (Eulberg et al., 1998); clc2
R. opacus 1CP, AJ439407 (Moiseeva et al., 2002).
 In Untersuchungen mit einem Fragment der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase von pJP4
(Modul1) als Sonde, konnte gezeigt werden, dass die Chlorcatechol-degradativen Gene von
α-Proteobakterien einen geringeren Verwandtschaftsgrad zu den Sequenzen der β- und γ-Pro-
teobakterien aufweisen als diese untereinander (Fulthorpe et al., 1995; Ka et al., 1994a).
Leander et al. (1998) gelang es schließlich, Fragmente von Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen
aus Sphingomonaden zu amplifizieren, deren Sequenzen den geringeren Verwandtschaftsgrad
zu den Enzymen der β- und γ-Proteobakterien bestätigten. Eine weitere Bestätigung lieferte
auch die erst kürzlich veröffentlichte Sequenz aus dem α-Proteobakterium Defluvibacter
lusatiensis S1, dessen Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase nur etwa 47 % identische Aminosäuren
mit den Dioxygenasen von pJP4 (tfdI), pAC27 oder pP51 aufwies (Fritsche, 1998).
In der vorliegenden Arbeit sollten PCR-Primer oder DNA-Sonden entwickelt werden, mit denen
letztlich eine Abschätzung des Abbaupotentials für Chloraromaten in bakteriellen Lebens-
gemeinschaften durch den Nachweis von Chlorcatechol-Abbaugenen möglich ist.
Von den vier für das Primerdesign in Frage kommenden Enzymen des modifizierten ortho-
Weges wurden die Maleylacetat-Reduktasen und die Dienlacton-Hydrolasen von vornherein
ausgeschlossen. Maleylacetat-Reduktasen sind auch an anderen Stoffwechselwegen des
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Aromatenabbaus beteiligt und daher nicht spezifisch für den Chlorcatechol-Abbau (Daubaras et
al., 1995; Zaborina et al., 1998). Die Dienlacton-Hydrolasen sind zwar, soweit bisher bekannt,
spezifisch für den Chlorcatechol-Abbau, die Sequenzen der bereits charakterisierten Enzyme
weisen jedoch eine ziemlich hohe Diversität auf und bieten daher nur wenig Möglichkeiten für
ein Primerdesign. Die Sequenzen der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen und Chlormuconat-
Cycloisomerasen sind dagegen ausreichend konserviert und zudem spezifisch für den
Chlorcatechol-Abbau. Wegen der Homologie zu den entsprechenden Enzymen des Catechol-
Abbaus musste jedoch darauf geachtet werden, Sequenzbereiche zu wählen, die die Enzyme
des Chlorcatechol-Abbaus von denen des Catechol-Abbaus unterscheiden.
Primer für den Nachweis der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene waren bereits auch von
anderen Autoren entwickelt worden (Kleinsteuber et al., 1998; Leander et al., 1998). So konnten
Leander et al. (1998), wie schon erwähnt, erstmals Genfragmente aus Vertretern der
α-Proteobakterien amplifizieren. Diese Primer sollten daher in der vorliegenden Arbeit nochmals
auf ihr Nachweisspektrum überprüft werden.
Schließlich sollte durch Klonierung und Sequenzierung neuer Chlorcatechol-Abbaugene, die
sich von den bekannten Genen unterscheiden, die bestehende Sequenzdatenbasis erweitert
werden. Darauf aufbauend und durch Einbeziehung neuer in bestehenden Sequenzdaten-
banken veröffentlichter Sequenzen sollte eine Weiterentwicklung der PCR-Primer erfolgen.
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2 Material und Methoden
2.1 Organismen und Plasmide
Für die Klonierungen von PCR- und Restriktionsfragmenten wurde Escherichia coli DH5α (F-
80dlacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1
gyrA96 relA1) (Gibco BRL) verwendet. Die Konjugation wurde mit E. coli S17-1 (recA thi pro
hsdR RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7) (Simon et al., 1983) durchgeführt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Chloraromaten abbauenden Bakterienstämme sind in Tab. 1 aufgeführt.
Die JS-Stämme wurden freundlicherweise von Shirley Nishino (Air Force Research Laboratory,
Tyndall Air Force Base, Florida, USA) zur Verfügung gestellt. Sie waren ursprünglich als Gram-
positiv deklariert worden. Die teilweise Sequenzierung der 16S rDNA ergab jedoch eine
Zugehörigkeit zur Gruppe der β-Proteobakterien der Gattungen Acidovorax (JS771, JS772,
JS773, JS774, JS775, JS776 und JS777) oder Ralstonia (JS704).
Die drei Stämme UFZ-B518, UFZ-B521 und UFZ-B528 wurden von Carsten Vogt vom
Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle zur Verfügung gestellt. Die Sequenzierung ihrer 16S
rDNA hatte eine Zuordnung zur Gattung Rhodococcus ergeben.
Die verwendeten Plasmide sind in Tab. 2 aufgelistet.
2.2 Anzucht und Stammerhaltung
2.2.1 Nährmedien
Als Vollmedium wurde NB (Nutrient Broth, Difco), LB (Sambrook & Russel, 2001), dYT
(Sambrook & Russel, 2001) oder 20 bzw. 25%  (w/v) TS (Tryptic Soy Broth, Difco) verwendet.
LB dYT
10 g Trypton 16 g Trypton
5 g Hefeextrakt 5 g Hefeextrakt
10 g NaCl 5 g NaCl
ad 1 l ddH2O (Aqua bidest.) ad 1 l ddH2O
pH 7
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Ralstonia eutropha JMP134 β-Proteobakt. 2,4-D+ Pemberton et al., 1979
Alcaligenes (Pseudomonas) sp.
CPE2
β-Proteobakt. 2,5-DCBA+ Fava et al., 1995
Delftia acidovorans CA28 β-Proteobakt. 3-CA+ Loidl et al., 1990
Ralstonia sp. PS12 β-Proteobakt. 1,2,4-TCB+ Sander et al., 1991
Burkholderia sp. JWS β-Proteobakt. 3,5-DCSA+ Schindowski et al., 1991
Burkholderia sp. 3CB-1 β-Proteobakt. 3-CBA+ Schäfer, 1998
Stamm JS704 (Ralstonia-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS771 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS772 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS773 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS774 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS775 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS776 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm JS777 (Acidovorax-ähnlich) β-Proteobakt. CB+ S. Nishino, Tyndall AFB, USA
Stamm RW66HH (Comamonas-
ähnlich)
β-Proteobakt. 4-CSA R. M. Wittich, Braunschweig
Ralstonia sp. K19 (pEMT3) β-Proteobakt. 2,4-D+ Top et al., 1995
Pseudomonas sp. B13 γ-Proteobakt. 3-CBA+ Dorn et al., 1974
P. aeruginosa JB2 γ-Proteobakt. 2,5-DCBA+ Hickey & Focht, 1990
P. aeruginosa RHO1 γ-Proteobakt. 1,4-DCB+ Fritz et al., 1991-92
P. putida P111 γ-Proteobakt. 2,5-DCBA+ Hernandez et al., 1991
Pseudomonas sp. CB12 γ-Proteobakt. 3-CBA+
Sphingomonas sp. EML146 α-Proteobakt. 2,4-D+ Amy et al., 1985
Sphingomonas sp. TFD44 α-Proteobakt. 2,4-D+ Fulthorpe et al., 1995
Sphingomonas sp. TFD44-MTI12 α-Proteobakt. 2,4-D+, ∆tfdD Diese Arbeit
S. herbicidovorans MH α-Proteobakt. 2,4-D+ Horvath et al., 1990
Stamm UO
(Bradyrhizobium-ähnlich)
α-Proteobakt. 2,4-D+ J. Gröning, Freiberg
Stamm AZD9
(Bradyrhizobium-ähnlich)
α-Proteobakt. 2,4-D+ F. Wettstein, Freiberg
Rhodococcus opacus 1CP Actinobakt. 2,4-DP+ Gorlatov et al., 1989
Rhodococcus sp. UFZ-B528 Actinobakt. CB+ C. Vogt, Leipzig
Rhodococcus sp. UFZ-B518 Actinobakt. CB+ C. Vogt, Leipzig
Rhodococcus sp. UFZ-B521 Actinobakt. CB+ C. Vogt, Leipzig
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Tab. 2: Verwendete Vektoren und Plasmide
Bezeichnung Charakteristika Referenz
pBluescriptIISK+ AmpR Stratagene
pK18mobsacB KmR mob sacB Schäfer et al., 1994
pSPH1 ca. 2,1 kb EcoRV-Fragment mit tfdC (partiell), tfdE und
ORF6 (partiell) aus Sphingomonas sp. TFD44 in
pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pSPH2 ca. 4,4 kb PstI-Fragment mit tfdD (partiell), tfdR, tfdF und
tfdC (partiell) aus Sphingomonas sp. TFD44 in
pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pSPH3 ca. 1,7 kb EcoRV-Fragment mit tfdD (partiell) aus
Sphingomonas sp. TFD44 in pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pSPH4 ca. 4,1 kb EcoRI-Fragment mit ORF6tfd1 (partiell), ORF7
und ORF8 aus Sphingomonas sp. TFD44 in
pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pSPH5 ca. 2,8 kb DraII-Fragment mit tfdD und tfdR (partiell) aus
Sphingomonas sp. TFD44 in pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pTFD1 ca. 3,7 kb EcoRI-Fragment mit tfdC2 (partiell), tfdE2,
tfdF2, ORF5 und ORF6tfd2 (partiell) aus Sphingomonas sp.
TFD44 in pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pTFD2 ca. 3 kb ClaI-Fragment mit IS6100 (partiell), ORF1, tfdC2,
tfdE2 und tfdF2 (partiell) aus Sphingomonas sp. TFD44 in
pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pCMC1 ca. 2,8 kb DraII-Fragment mit tfdD::bla aus Sphingomonas
sp. TFD44 in pK18mobsacB, KmR
Diese Arbeit
pEML1/1 ca. 1,3 kb Fragment mit tfdF (partiell) und tfdC (partiell)
aus Sphingomonas sp. EML146 in pBluescriptIISK+,
AmpR
Diese Arbeit
pEML1/2 ca. 3,5 kb Fragment mit tfdD (partiell), tfdR, tfdF und tfdC
(partiell) aus Sphingomonas sp. EML146 in
pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pEML1/4 ca. 4 kb HindIII-Fragment mit tfdF2 (partiell), tfC2, tfdE2
aus Sphingomonas sp. EML146 in pBluescriptIISK+,
AmpR
Diese Arbeit
pEML2 ca. 2,4 kb ClaI-Fragment tfdC2 (partiell), tfdE2 aus
Sphingomonas sp. EML146 in pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
pEML3 ca. 4,1 kb EcoRI-Fragment mit tfdD2 (partiell), tfdR2,
tfdF2, tfdC2 und tfdE2 (partiell) aus Sphingomonas sp.
EML146 in pBluescriptIISK+, AmpR
Diese Arbeit
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Die Anzucht der Chloraromaten verwertenden Bakterien erfolgte in Mineralmedium nach Dorn
et al. (1974). Dafür wurden ein 20 x Phosphatpuffer und eine 50 x Salzlösung hergestellt. Der
Phosphatpuffer wurde in einfacher oder zweifacher Konzentration, die Salzlösung in einfacher
Konzentration eingesetzt.
20 x Phosphatpuffer 50 x Salzlösung 1000 x SL6 (Pfennig & Lippert, 1966)
70 g Na2HPO4·2 H2O 0,5 g NH4Fe(III)-Citrat 0,1 g ZnSO4·7 H2O
20 g KH2PO4 10 g MgSO4·7 H2O 0,03 g MnCl2·4 H2O
ad 1 l ddH2O 50 g (NH4)2SO4 0,3 g H3BO3
2,5 g Ca(NO3)2·4 H2O 0,2 g CoCl2·2 H2O
50 ml 1000 x SL6 0,01 g CuCl2·2 H2O
ad 1 l ddH2O 0,02 g NiCl2·6 H2O
0,03 g Na2MoO4·2 H2O
ad 1 l ddH2O
Von den wasserlöslichen Chloraromaten, 2,4-Dichlorphenoxyacetat (2,4-D), 3-Chlorbenzoat
(3-CBA), 4-Chlorsalicylat (4-CSA), 2,5-Dichlorbenzoat (2,5-DCBA) und 3,5-Dichlorsalicylat
(3,5-DCSA), wurden 50 mM Stammlösungen (pH 7) angesetzt. Sie wurden nicht autoklaviert
sondern sterilfiltriert. Das flüchtige Chlorbenzol wurde unbehandelt über die Gasphase
zugefüttert. 3-Chloranilin (3-CA) wurde direkt in das Medium gegeben.
Wenn erforderlich, wurden dem Medium Ampicillin in 100 µg/ml und Kanamycin in 25-50 µg/ml
Konzentration zugesetzt. Für feste Nährböden wurde pro l Medium 15 g Agar zugesetzt.
2.2.2 Anzucht und Reinheitskontrolle
Die Chloraromaten verwertenden Bakterien wurden in Minimalmedium mit der entsprechenden
C-Quelle (Tab. 1) angezogen. Die Konzentration der C-Quelle betrug bei den wasserlöslichen
Chloraromaten in Flüssigkultur 5 mM im festen Nähragar 2 mM.
Chlorbenzol wurde über die Gasphase zugefüttert. In Flüssigkultur erfolgte dies über einen
speziellen Einsatz im Deckel. Agarplatten wurden in einem gasdicht verschlossenen Behälter
inkubiert, in den ein mit Chlorbenzol gefülltes Reaktionsgefäß eingehängt wurde.
Die Inkubation der Chloraromaten verwertenden Bakterien erfolgte i.d.R bei 30 °C. Zur
Reinheitskontrolle wurden die Stämme auf Vollmedium-Agarplatten ausgestrichen. Als
Vollmedium wurde dabei LB, NB oder TS (s. 2.2.1) verwendet.
E. coli wurde in LB oder dYT angezogen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C. Wenn benötigt,
wurde Ampicillin oder Kanamycin zugefügt.
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2.2.3 Stammerhaltung
Zur Stammerhaltung wurden die Bakterien für einen kürzeren Zeitraum auf Minimalmedium-
Agarplatten gehalten. Für die Langzeitlagerung wurden Gefrierkulturen angelegt, indem etwa
1 ml einer gut gewachsenen Flüssigkultur mit 30-45% (v/v) sterilem Glycerin versetzt wurde. Die
Lagerung erfolgte bei –80 °C.
2.3 Zellernte und Herstellung von Rohextrakten
Für die DNA-Extraktion wurden die Zellen durch Zentrifugation in 50 ml Reaktionsgefäßen in
einer Eppendorf 5804 R Zentrifuge bei 4.500 g und 4 °C 20 min lang abzentrifugiert. Zum
Entfernen von Mediumresten wurden die Zellen einmal in TE-Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 8),
1 mM EDTA (pH 8)) resuspendiert und erneut zentrifugiert.
Für die Proteinreinigung wurden die Zellen von Sphingomonas sp. TFD44 in in einer Avanti
J30-I Zentrifuge (Beckman Coulter) bei 4 °C und 12.000 g 20-30 min abzentrifugiert. Die Zellen
wurden 2 x mit 50 mM Tris-HCl (pH 7,5), das 1 oder 2 mM MnSO4 enthielt, gewaschen und bis
zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
Für die Herstellung eines zellfreien Rohextraktes wurden die gefrorenen Zellen zügig aufgetaut
und in 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 1 oder 2 mM MnSO4 resuspendiert. Für den Aufschluss
wurden 150-200 U DNAse I zugefügt. Die Zellen wurden dann 2-3-mal durch eine French Press
(Aminco) bei 1.500  PSI passiert. Zelltrümmer wurden durch Ultrazentrifugation (100.000 g,
60 min, 4 °C) entfernt. Vor dem Auftrag auf eine Chromatographie-Säule wurde der Zellextrakt
filtriert (0,22 µm Porenweite).
2.4 DNA-Isolierung
2.4.1 Isolierung genomischer DNA aus Bakterien
Für die Isolierung genomischer DNA wurden die Stämme in der Regel in 100 ml Minimal-
medium mit dem entsprechenden Chloraromaten als C-Quelle in Schikanenkolben (1000 ml)
angezogen. Um ein schnelleres Anwachsen zu erreichen bzw. um die Ausbeute an Biomasse
zu erhöhen, wurde in manchen Fällen noch 0,2 % (w/v) Glucose als zusätzliche C-Quelle
angeboten. Für Gram-positive Bakterien wurde zusätzlich auch noch 2 % (w/v) Glycin zugefügt,
um die Zellwände der Bakterien zu schwächen und so den Aufschluss zu erleichtern (Hammes
et al., 1973).
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Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte nach einer Standardmethode (Wilson, 2000), bei
der der Aufschluss der Bakterien mit Hilfe von Proteinase K und SDS (Natriumdodecylsulfat)
erfolgt. Zellwandreste, Polysaccharide und restliche Proteine werden mit CTAB (Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid) selektiv gefällt und die Nukleinsäuren mit Isopropanol präzipitiert.
Da das ursprüngliche Protokoll eine Minipräparation aus nur 5 ml Kulturen beschreibt, wurden
die in dem Protokoll angeführten Mengen für die Isolierung aus den 100 ml-Kulturen
verzehnfacht. Außerdem wurde, insbesondere für Gram-positive Bakterien, vor der Inkubation
mit Proteinase K ein zusätzlicher Inkubationsschritt mit Lysozym eingefügt. Für Gram-positive
Organismen wurden 10 mg/ml Lysozym, für Gram-negative 2 mg/ml Lysozym eingesetzt. Die
Inkubation erfolgte für 1-2 h bei 37 °C in TE-Puffer (s. 2.3).
2.4.2 Schnellpräparation von DNA aus Bakterienkolonien
Für einige PCR-Experimente wurde eine Schnellpräparation der Template-DNA durchgeführt.
Dafür wurde Zellmaterial von einer oder mehreren Bakterienkolonien (abhängig von der
Koloniegröße) von einer Agarplatte abgenommen und in 50-100 µl steriles ddH2O überführt. Für
eine vollständige Suspendierung wurde kräftig gevortext. Die Zellsuspension wurde 5 min auf
100 °C erhitzt. Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (1 min, 16.000 g) pelletiert. Von dem
Überstand wurden bis zu 1/10 des Reaktionsvolumens in die PCR eingesetzt.
Als Alternative zur oben beschriebenen Schnellpräparation für PCR-Experimente wurden auch
direkte PCRs durchgeführt. Dabei wurde etwas Zellmaterial mit einer sterilen Pipettenspitze von
einer Agarplatte abgenommen und direkt im PCR-Ansatz suspendiert. Die PCR wurde
anschließend wie gewohnt durchgeführt.
2.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem FlexiPrep Kit (Amersham
Pharmacia) nach Angaben des Herstellers. Die Isolierung erfolgte aus Übernachtkulturen in
3 ml Vollmedium (in der Regel dYT), das mit einem entsprechendem Antibiotikum versetzt war.
Der Nachweis von Plasmid-DNA aus Sphingomonas sp. TFD44 erfolgte modifiziert nach Kado
& Liu (1981). Wenig gefrorenes Zellmaterial wurde aufgetaut und in 1 ml TAE-Puffer (40 mM
Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8) resuspendiert. Dann wurden 2 ml frisch angesetzter Lysis-
Puffer (50 mM Tris-Base, 3 % SDS, pH 12,6) zugegeben und vorsichtig gemischt. Der Mix
wurde ca. 30 min bei 65 °C inkubiert. Zu der noch heißen Probe wurden 6 ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugegeben und vorsichtig gemischt. Durch
Zentrifugation (4.500 g, 20 min, RT) wurden die Phasen getrennt. Die wässrige Phase wurde
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mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) vermischt. Anschließend wurde erneut zentrifugiert.
Die wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und direkt einer Agarose-
Gelelektrophorese unterzogen (0,6-0,8 % Agarose). Die Pipettierschritte erfolgten mit
abgeschnittenen Pipettenspitzen, um Scherkräfte zu vermeiden.
Zusätzlich wurde Plasmid-DNA aus Stamm TFD44 mit dem Nucleospin-Kit von Macherey-Nagel
isoliert, sowie mit dem FlexiPrep Kit von Amersham Pharmacia nach Anleitung für die Isolierung
von Cosmiden.
2.4.4 DNA-Isolierung aus Agarose-Gelen
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte mit Hilfe des Geneclean Kits
(Bio101), des Easy Pure Kits (Biozym) oder mit einem auf demselben Prinzip beruhenden nach
Boyle & Lew (1995) selbst hergestellten Kit.
Durch Auswiegen wurde das Volumen der Agarosestücke bestimmt (100 mg entsprechen
100 µl). Dann wurden 3 Volumen (2 Volumen nach Boyle & Lew) 6 M NaJ zugegeben und
5 min bei 55 °C inkubiert (mit gelegentlichem Mischen). Es folgte die Zugabe von 5-6 µl Glas-
milch (Geneclean, Easy Pure) bzw. 10 µl Silica-Suspension (Boyle & Lew; Silica
S-5631(Sigma)) und 5 min Inkubation (RT, häufiges Mischen). Die Glasmilch wurde durch
kurzes Zentrifugieren (5-8 s, RT, 16.000 g) pelletiert. Der Überstand wurde verworfen. Das
Pellet wurde 2 x mit 500 µl Waschpuffer gewaschen und anschließend luftgetrocknet. Die
Glasmilch wurde in 20 µl ddH2O resuspendiert. Nach 5 min Inkubation bei RT mit
gelegentlichem Mischen wurde die Glasmilch durch Zentrifugation (1 min, RT, 16.000 g)
pelletiert. Der DNA-haltige Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt.
2.5 Fällung von DNA
Die alkoholische Fällung von DNA erfolgte durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat
(pH 5,2) oder 0,25 Volumen 10 M Ammoniumacetat und anschließender Zugabe von 2,5
Volumen Ethanol abs. oder 0,6 Volumen Isopropanol bei Raumtemperatur. Die DNA wurde
durch Zentrifugation (15-20 min, 16.0000 g, RT) pelletiert. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol
gewaschen und an Luft getrocknet.
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2.6 Quantifizierung von DNA
Eine Abschätzung der DNA-Konzentrationen erfolgte durch einen Vergleich der Intensität der zu
quantifizierenden DNA-Banden mit einem definierten DNA-Marker (i.d.R. HindIII geschnittene
Lambda-DNA) im Ethidiumbromid-gefärbten Agarose-Gel.
Eine genauere Quantifizierung erfolgte im Spektrophotometer durch Messung der Absorption
bei 260 nm (A260). Dabei wurde vorausgesetzt, dass ein A260-Wert von 1 einer DNA-Konzen-
tration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNA entspricht (Sambrook & Russel, 2001).
2.7 Restriktionsverdau von DNA
Für Southern-Blots und für die Erstellung einer angereicherten Genbank wurden 2-5 µg
genomischer DNA mit 5 bis 10 U der jeweiligen Restriktionsendonuklease verdaut. Der Verdau
erfolgte unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen (mitgelieferter Puffer, empfohlene
Temperatur).
Präparationen rekombinanter Plasmide wurden in der Regel durch einen Testverdau mit
Restriktionsendonukleasen auf den Einbau des gewünschten DNA-Fragments überprüft. Für
PCR-Fragmente, die in pBluescriptIISK+ kloniert worden waren, wurden 2 µl der Plasmidlösung
mit 1 U PvuII verdaut. Für klonierte Restriktionsfragmente wurde der Testverdau mit dem
entsprechenden Restriktionsenzym durchgeführt, sofern die Originalrestriktionsschnittstelle
erhalten geblieben war (bei blunt end-Klonierungen wurde zumeist EcoRV-geschnittener Vektor
verwendet, unabhängig davon, mit welchem Enzym das Insert geschnitten worden war).
2.8 Umwandlung überhängender DNA-Enden in stumpfe Enden
Um überhängende Enden (sticky ends) von Restriktionsfragmenten in stumpfe Enden (blunt
ends) umzuwandeln, wurden die Überhänge mit Hilfe des Klenow-Enzyms mit Nukleotiden auf-
gefüllt.
Der Reaktionsansatz enthielt 2 µl 10 x Klenow-Puffer (MBI Fermentas), 1 µl dNTP-Mix (je
2,5 mM), 1 µl Klenow-Enzym (3 U/µl, MBI Fermentas), die zu behandelnde DNA und ddH2O ad
20 µl. Der Ansatz wurde 30 min bei RT inkubiert und anschließend zur Inaktivierung des
Enzyms 10 min auf 75 °C erhitzt.
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2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Zur taxonomischen Zuordnung und Überprüfung der Stämme wurden Fragmente der 16S rDNA
mit den Primern 27f und 1522r bzw. 1387r (Tab. 3) amplifiziert und anschließend zumindest
teilweise sequenziert. Die Amplifizierung von 16S rDNA wurde auch als Positivkontrolle zur
Überprüfung der DNA in den PCR-Reaktionen eingesetzt.
Für die Amplifizierung von Fragmenten der Chlormuconat-Cycloisomerase und der Chlor-
catechol-1,2-Dioxygenase Gene wurden die Primer größtenteils selbst entworfen. Für die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase wurden zudem aus der Literatur bekannte Primer getestet. Die
Primersequenzen sind in Tab. 6 und Tab. 11 aufgeführt.
Weitere in dieser Arbeit verwendete Primer sind in Tab. 3 aufgeführt.
































































a Referenz:(Lane, 1991), b Referenz: (Marchesi et al., 1998); c Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme
sind unterstrichen; d GenBank-Accession No. X52328
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Es wurden Taq-Polymerasen verschiedener Hersteller (Gibco BRL, Promega, Peqlab,
Amersham Pharmacia, MBI Fermentas) verwendet sowie ein vorgefertigter Mastermix von
Abgene. Die Synthese der Oligonukleotide (Primer) erfolgte durch MWG Biotech. Die
Reaktionen wurden im T1- oder T-Gradient-Thermoncycler von Biometra durchgeführt.
Jede Reaktion enthielt die Template-DNA, den vom Hersteller der Taq-Polymerase
empfohlenen PCR-Puffer in einfacher Konzentration, 1,5 mM MgCl2, 0,1 mM von jedem dNTP
und 0,02 U/µl Taq-Polymerase. Von den 16S rDNA-Primern und den nichtdegenerierten
Primern wurden je 0,2 pmol/µl Vorwärts- und Rückwärtsprimer eingesetzt. Von den
degenerierten Primern zum Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase- und Chlorcatechol-
1,2-Dioxygenase-Gene wurden je 0,5-2 pmol/µl Vorwärts- und Reversprimer eingesetzt.
Für die verschiedenen Primerpaare wurden unterschiedliche Temperaturprogramme genutzt,
die sich i.d.R jedoch nur in der Annealing-Temperatur unterschieden. Eine Standard-PCR sah
wie folgt aus: 3 min initiale Denaturierung bei 95 °C, 30 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei
95 °C, 30 s Annealing bei der dem Primerpaar entsprechenden Temperatur, 1 min Elongation
bei 72 °C, 5 min abschließende Elongation bei 72 °C.
Mit Hilfe von Gradienten-PCRs wurden Versuche zur Optimierung der Annealing-Temperatur
durchgeführt. Am häufigsten wurden jedoch sogenannte Touch-Down PCRs genutzt, bei denen
in den ersten 10 Zyklen die Annealing Temperatur bei jedem Zyklus um 0,5 oder 1°C erniedrigt
wurde und in den weiteren Zyklen mit der niedrigen Annealing-Temperatur hybridisiert wurde.
Zur Optimierung der PCR-Bedingungen für die Cycloisomerase- und Dioxygenase-Primer
wurden verschiedene Primerkonzentrationen, verschiedene Temperaturprogramme sowie eine
Reihe verschiedener Zusätze ausgetestet. Als PCR-Zusätze wurden Glycerin in Konzen-
trationen bis zu 20 % (v/v) des Gesamtansatzes (Lu & Negre, 1993), DMSO (Dimethylsulfoxid)
in Konzentrationen bis zu 10 % (v/v) des Gesamtansatzes (Frackman et al., 1998) und TMAC
(Trimethylammoniumchlorid) in Konzentrationen bis zu 50 mM (Chevet et al., 1995) getestet.
2.10 Gelelektrophorese von DNA
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarose-Gelen. Zur Auftrennung von Frag-
menten >500 bp wurden 1-1,5 %ige (w/v) Gele und für Fragmente <500 bp 1,5-2 %ige Gele
verwendet. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA (pH 8),
(Sambrook & Russel, 2001)).
Die Proben wurden vor dem Auftragen mit Ladepuffer (z.B. von Peqlab) versetzt. Zur
Visualisierung der Banden wurden die Gele nach dem Lauf in Ethidiumbromidlösung (ca.
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0,5 µg/ml in H2O) gefärbt und bei UV-Licht betrachtet. Die Dokumentation erfolgte mit dem
CHEMI GENIUS BIOIMAGING SYSTEM (Syngene, Synoptics Ltd.) oder mit einer Polaroid-
Kamera.
Sollten Fragmente für eine spätere Klonierung aus dem Gel ausgeschnitten werden, wurde, um
eine Schädigung der DNA zu vermeiden, eine lichtdichte Plastikscheibe unter das Gel gelegt.
Das Gel wurde dann so auf dieser Scheibe plaziert, dass die auszuschneidende Bande nur
durch seitwärts einstrahlendes UV-Licht erkennbar war und ausgeschnitten werden konnte. Als
weitere Methode zur Vermeidung von UV-Schäden wurde die DNA nicht mit Ethidiumbromid
sondern mit Methylenblau (0,02 % in H2O) gefärbt. Die Banden konnten dann bei Tageslicht
betrachtet und ausgeschnitten werden. Diese Methode eignete sich jedoch nur für größere
Mengen an DNA, da die Nachweisgrenze deutlich niedriger als bei Ethidiumbromid ist.
Als Größenstandard wurde Lambda-DNA verwendet, die mit HindIII oder mit HindIII und EcoRI
geschnitten war, sowie 100 bp- und 1 kb-DNA-Leitern von Peqlab, MBI Fermentas und Roth.
2.11 Hybridisierung
2.11.1 Markierung von DNA-Fragmenten
Die Markierung der DNA-Sonden mit Digoxigenin erfolgte nach der Methode des Random
Primed DNA Labeling von Roche. Sie wurde nach den Angaben im Roche Handbuch (The DIG
System User's Guide for Filter Hybridization) durchgeführt.
Die zu markierenden DNA-Fragmente wurden durch Agarose-Gelelektrophorese und
anschließender Elution (s. 2.10 und 2.4.4) gereinigt. 15 µl des Eluats wurde durch 10 minütiges
Erhitzen im kochenden Wasserbad denaturiert und sofort auf Eis gelagert. Anschließend
wurden je 2 µl Hexanukleotid-Mix und DIG Labeling Mix und 1-2 U Klenow-Enzym (z.B. von
Gibco BRL) zugegeben und gemischt. Der Ansatz wurde über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 1 µl 0,5 M EDTA (pH 8) gestoppt.
2.11.2 Southern-Blot
Je ca. 2 µg genomischer DNA wurden mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen verdaut.
Die Verdaus wurden einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen und anschließend auf eine
Nylon Membran, Hybond-N+ (Amersham Biosciences) oder porablot NYplus (Macherey Nagel),
transferiert.
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Vor dem eigentlichen Blotten wurde das Gel zur Depurinierung 10 min in 250 mM HCl inkubiert.
Anschließend wurde 2 x 15 min in 0,5 M NaOH/1,5 M NaCl denaturiert und 2 x 15 min in 0,5 M
Tris-HCl (pH 7,5)/3 M NaCl neutralisiert.
Der Blot erfolgte durch einen Kapillartransfer. Dafür wurde das Gel nach der Elektrophorese auf
eine glatte Oberfläche gelegt (z.B. eine Glasplatte). Auf das Gel wurde die auf Gelgröße
zurechtgeschnittene und zuvor in Neutralisationspuffer angefeuchtete Membran aufgelegt.
Darüber wurden mehrere Lagen Whatman 3MM-Papier und darüber eine mehrere Zentimeter
dicke Schicht Papiertücher gestapelt. Der Stapel wurde mit einem Becherglas mit etwa 100 ml
Wasser beschwert. Nach ca. 2-3 h wurde der Transfer abgebrochen. Die Membran wurde an
Luft getrocknet, zwischen zwei Lagen Whatman 3MM-Papier in Alufolie verpackt und zur
Fixierung der DNA mehrere Stunden bei 70 °C gebacken. Die Membran wurde direkt in die
Hybridisierung eingesetzt oder bis auf weiteres bei 4 °C gelagert.
2.11.3 Kolonieblot
Für das Screenen von angereicherten Genbanken wurde eine Koloniehybridisierung durch-
geführt.
Die Kolonien wurden auf porablot NYamp Membranen (Macherey Nagel) transferiert. Vor dem
Blotten wurden die Agarplatten 0,5-1 h bei 4 °C gelagert. Die Membran wurde luftblasenfrei auf
die Agarplatte aufgelegt. Nach 1 min wurde die Membran entfernt und mit der Kolonieseite nach
oben kurz auf Whatman 3MM-Papier gelegt. Die Membran wurde in einer Schüssel mit der
Kolonieseite nach oben direkt auf einen dünne Pufferschicht aufgelegt. Zunächst wurde 2 x 5
min mit Denaturierungspuffer (0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) und anschließend 2 x 5 min mit
Neutralisierungspuffer (0,5 M Tris-HCl (pH 7,5), 1,5 M NaCl) inkubiert. Die Membran wurde
zwischen 2 Whatman 3MM-Papieren gepresst, um die Koloniereste zu entfernen. Anschließend
wurde 2 min in 50 mM NaCl inkubiert und die letzten Zellreste durch nochmaliges Pressen zwi-
schen zwei Whatman-Papieren entfernt. Die Membran wurde an Luft getrocknet, zwischen
Whatman-Papier in Alufolie eingepackt und zur Fixierung der DNA mehrere Stunden bei ca.
70 °C gebacken.
2.11.4 Hybridisierung
Die eigentliche Hybridisierung erfolgte entweder im Folienbeutel im Wasserbad oder in Hybri-
disierungsflaschen in einem Hybridisierungsofen (Hybridizer HB-1000, UVP). Die Durchführung
erfolgte nach den Angaben im Roche Handbuch (The DIG System User's Guide for Filter
Hybridization). Es wurde der Standard-Hybridisierungspuffer (5 x SSC (750 mM NaCl, 75 mM
Material und Methoden 21
Trinatriumcitrat, pH 7), 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin, 0,02 % (w/v) SDS, 1 % Blocking
Reagenz (Roche)) verwendet.
Die Membran wurde ca. 2 h in Standard-Hybridisierungspuffer bei der späteren Hybridisierungs-
temperatur prähybridisiert. Zur Herstellung der eigentlichen Hybridisierungslösung (Hybridisie-
rungspuffer mit Sonde) wurde die Sonde durch 10 minütige Inkubation im kochenden
Wasserbad denaturiert (es wurde die Hälfte des Markierungsansatzes verwendet) und
anschließend in 3,5 ml Standard-Hybridisierungspuffer verdünnt. Die Prähybridisierungslösung
wurde abgegossen und durch die Hybridisierungslösung ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte bei
65-68 °C über Nacht. Vor dem Nachweis erfolgte die Stringenzwäsche. Dafür wurde die
Membran 2 x 5 min in 2 x Waschlösung (2 x SSC (300 mM NaCl, 30 mM Trinatriumcitrat, pH 7),
0,1 % SDS) bei Raumtemperatur und 2 x 15 min in 0,5 x Waschlösung (0,5 x SSC, 0,1 % SDS)
bei 68 °C gewaschen.
Der Nachweis erfolgte colorimetrisch. Nach der Stringenzwäsche wurde die Membran 1 min in
Waschlösung (100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl, pH 7,5, 0,3 % (v/v) Tween 20) äquilibriert.
Anschließend wurde die Membran mind. 30 min in Blocking-Lösung (1 % Blocking Reagenz
(Roche) in Maleinsäurepuffer (100 mM Maleinsäure, 150 mM NaCl, pH 7,5)) inkubiert. Als
nächstes wurde die Membran 30 min in Antikörper-Lösung (Anti-Digoxigenin-AP (Roche)
1:5000 in Blocking-Lösung verdünnt) inkubiert. Die Antikörper-Lösung wurde verworfen und die
Membran 2 x 15 min in 100 ml Waschlösung gewaschen. Es folgte eine Äquilibrierung der
Membran in Detektionspuffer (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, pH 9,5). Der Detektionspuffer
wurde durch Farbsubstrat-Lösung (45 µl NBT (75 mg/ml Nitroblautetrazolium-Salz in 70 % (v/v)
Dimethylformamid), 35 µl BCIP (50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in 100 % Dimethyl-
formamid) in 10 ml Detektionspuffer) ersetzt. Zur Farbentwicklung erfolgte die Inkubation an
einem dunklen Ort. Nach Ausbildung des Farbniederschlags wurde die Entwicklung durch
Waschen der Membran in sterilem H2O abgebrochen. Die Membran wurde luftgetrocknet und
zwischen Whatman 3MM-Papier in Alufolie eingewickelt und bei Raumtemperatur gelagert.
2.12 Klonierung von DNA-Fragmenten
2.12.1 Herstellung eines T-Überhang-Vektors für die Klonierung von PCR-Produkten
Für die Klonierung von PCR-Fragmenten wurde ein sogenannter T-Vektor nach der Methode
von Marchuk (1991) hergestellt.
1 µg Vektor-DNA (pBluescriptIISK+) wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRV verdaut. Die
DNA wurde mit Natriumacetat und Ethanol gefällt (s. 2.5) und in 10 µl ddH2O gelöst. Das An-
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hängen der Thymidinreste an das 3'-Ende des Vektors erfolgte mit Hilfe der Taq-Polymerase.
Der Reaktionsansatz enthielt neben dem geschnittenen Vektor noch 1,5 mM MgCl2, 1 x PCR-
Puffer, 0,8 mM dTTP und 1 U Taq-Polymerase. Es wurde 2 h bei 72 °C im Thermocycler inku-
biert. Der gesamte Reaktionsansatz wurde durch Agarose-Gelelektrophorese und anschließen-
de Elution der Vektor-DNA gereinigt.
2.12.2 Vektor-Dephosphorylierung
Für die Klonierung von Restriktionsfragmenten wurde der geschnittene Vektor dephosphoryliert,
um dessen Religationsrate zu minimieren. Die Dephosphorylierung des Vektors erfolgte mit
Shrimp alkalischer Phosphatase (SAP) von Roche.
1 µg Vektor wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym in einem Endvolumen von 20 µl
verdaut. Das Restriktionsenzym wurde hitzeinaktiviert (Angaben des Herstellers). Zum
Reaktionsansatz wurden dann 2,5 µl 10 x Dephosphorylierungspuffer und 2,5 µl SAP (2,5 U)
zugegeben. Der Ansatz wurde 10 min (sticky end) oder 60 min (blunt end) bei 37 °C inkubiert.
Anschließend wurde die SAP durch 15 min Erhitzen bei 65 °C inaktiviert. Es erfolgte keine
weitere Aufreinigung. Die so präparierten Vektoren wurden bei -20 °C gelagert.
2.12.3 Ligation
Für die Ligation von Restriktionsfragmenten wurde dephosphorylierter Vektor (s. 2.12.2), für die
Ligation von PCR-Produkten ein T-Vektor (s. 2.12.1) verwendet. Die Reaktion erfolgte mit T4-
Ligase (MBI Fermentas) und wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt.
Es wurden 10-50 ng Vektor-DNA eingesetzt. Die zu klonierenden, über ein Gel gereinigten
Fragmente wurden nicht quantifiziert. Es wurde soviel wie möglich davon in die Reaktion
eingesetzt, d.h. nach Vorlage des Vektors, des Ligationspuffers und ggf. von PEG 4000 (für die
Ligation stumpfer Enden, nach Angaben des Herstellers) wurde der Reaktionsansatz bis zum
Endvolumen von 20 µl mit dem Eluat aufgefüllt. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur für
mindestens 1 h.
2.12.4 Transformation
Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen sowie die Transformation erfolgte nach der Methode
von Inoue et al. (1990).
Die E. coli-Zellen wurden in 250 ml SOB-Medium (20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl,
2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, ad 1 l H2O, pH 7) bis zu einer optischen Dichte von ca. 0,6 bei
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600 nm angezogen. Der Kolben wurde 10 min auf Eis gelagert und die Zellen anschließend
abzentrifugiert (3.000 g, 4 °C, 10 min). Das Zellpellet wurde in 80 ml eiskaltem TB-Puffer
(10 mM HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-ethansulfonsäure), 55 mM MnCl2, 15 mM
CaCl2, 250 mM KCl, pH 6,7) resuspendiert, 10 min auf Eis gelagert und erneut abzentrifugiert
(4 °C, 10 min). Das Pellet wurde in 20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert, dann wurde
DMSO (Dimethylsulfoxid) bis zu einem Endgehalt von 7 % zugegeben und gut gemischt. Die
Suspension wurde erneut 10 min auf Eis gelagert und dann auf 1,5 ml-Reaktionsgefäße verteilt
und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden bei -80 °C gelagert.
Die Transformation wurde in 2 ml-Reaktionsgefäßen durchgeführt. Zu 5 µl Ligationsansatz
wurden 100-200 µl kompetente Zellen zugegeben. Der Ansatz wurde kurz gemischt und 30 min
auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C für 45-60 s. Anschließend wurden
die Zellen wieder für 1-2 min auf Eis gelagert. Es wurde SOB-Medium ad 1 ml zugefügt und 45-
60 min bei 37 °C im Schüttler inkubiert. Für die Klonierung von PCR-Produkten wurden je
100 µl des Transformationsansatzes auf LBAmp-Platten (100 µg Ampicillin/ml LB) ausplattiert,
auf denen etwa 1 h zuvor 40 µl X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactosid, 20 mg/ml in
Dimethylformamid) und 3 µl 1 M IPTG (Isopropyl-β-D-thiogalactosid) verteilt worden waren.
Dann wurden die restlichen Zellen abzentrifugiert (30 s, 16.000 g). Der Überstand wurde
weitestgehend verworfen und die Zellen in einem kleinen Restvolumen resuspendiert und
ebenfalls ausplattiert. Für das Anlegen einer angereicherten Genbank wurde der gesamte
Transformationsansatz auf sechs LBAmp-Platten verteilt. Die Platten wurden über Nacht bei
37 °C inkubiert. Positive Klone konnten bei Verwendung von E. coli DH5α und pBluescriptIISK+
durch Blau-Weiß-Selektion identifiziert werden.
2.12.5 Subklonierung
Größere DNA-Fragmente wurden für die Sequenzierung subkloniert. Dafür wurden die Frag-
mente mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen in kleinere, sich überlappende Fragmente
geteilt, die dann wiederum kloniert und letztlich sequenziert wurden.
Als alternative Methode zur Gewinnung von Klonen für die Sequenzierung wurde das ExoIII/S1
Nested Deletions Kit von MBI Fermentas verwendet. pTFD1 wurde dafür mit ApaI und HindIII
bzw. SacI und BamHI, pEML3 mit ApaI und ClaI und pEML1/4 mit KpnI und ClaI geschnitten
und anschließend mit dem Kit nach Anleitung des Herstellers behandelt.
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2.13 Anlegen und Screenen einer angereicherten Genbank
Für die Klonierung und Sequenzierung von Genclustern des Chlorcatechol-Abbaus wurden
angereicherte Genbanken angelegt.
Genomische DNA wurde mit einem Restriktionsenzym verdaut, mit dem sich bei einer
Southern-Hybridisierung (vgl. 2.11) eine Bande ausreichender Größe (2-10 kb) ergeben hatte.
Die Restriktionsfragmente wurden in einem Agarose-Gel aufgetrennt. Es wurde nun ein Bereich
aus dem Gel ausgeschnitten, der der Bandengröße auf dem Southern-Blot entprach. Die
Fragmente wurden aus dem Gelstück isoliert (s. 2.4.4) und kloniert. Insert tragende Klone
wurden mit sterilen Zahnstochern auf zwei frische LBAmp-Platten transferiert, die in durch-
nummerierte Felder unterteilt waren. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine
der beiden Platten diente der Detektion des gewünschten Klons, die andere wurde zum
Animpfen für weitere Experimente benutzt. Um den Klon mit dem gewünschten Insert zu finden,
wurde ein Kolonieblot mit anschließender Hybridisierung (s. 2.11) durchgeführt. Während der
Dauer dieses Experimentes wurde die Replikaplatte bei 4 °C aufbewahrt. In der Regel wurden
jeweils 600-800 Klone gleichzeitig gescreent.
2.14 Konjugation von E. coli S17-1 mit Sphingomonas sp. TFD44
E. coli S17-1(pCMC1) und Sphingomonas sp. TFD44 wurden jeweils in 10 ml LB-Medium (bei
E. coli S17-1 mit 50 µg/ml Kanamycin supplementiert) bis zu einer OD600 von 0,3 (die Kulturen
sollten sich im Wachstum befinden) angezogen. In sterilen Reaktionsgefäßen wurden beide
Kulturen im Verhältnis 1:3, 1:1 und 3:1 gemischt (Endvolumen 1 ml). Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (1 min, 16.000 g, RT) pelletiert und in 50 µl dYT resuspendiert. 10 µl dieser
Suspension wurden in die Mitte einer LB-Agarplatte getropft und über Nacht bei 30 °C inkubiert.
Die Zellen wurden mit 1 ml sterilem 1 x Phosphatpuffer von der Platte abgeschwemmt. Für die
Detektion von single crossover-Mutanten wurden je 100 µl dieser Suspension unverdünnt, 1:10
und 1:100 verdünnt auf Selektivmedium (0,2 % (w/v) Glucose-Minimalmedium mit 25 µg/ml Ka-
namycin) ausplattiert. Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert bis Kolonien sichtbar wurden.
2.15 DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit markierten Primern mit einem ALFexpress (Amersham
Pharmacia) oder LI-COR 4200 IR DNA-Sequenzierer. Für die Sequenzierung mit dem
ALFexpress wurde das Thermo Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit with
7-deaza-dGTP von Amersham Pharmacia verwendet. Die Primer waren mit Cy5 markiert. Für
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die Sequenzierung mit dem LI-COR Sequenzierer wurde ebenfalls das Thermo Sequenase
fluorescent labeled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP verwendet, sowie das
SequiTherm EXCELTM II DNA Sequencing Kit-LC von Epicentre und das Cycle Reader Auto
DNA Sequencing kit von MBI Fermentas. Die Primer waren mit IRD800 markiert.
Für die Sequenzierung von 16S rDNA wurden die in Tab. 3 aufgeführten Primer mit der ent-
sprechenden Markierung verwendet. Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte mit markiertem
T3-Primer (5‘-CGCGCAATTAACCCTCACTAAAG-3‘) oder T7-Primer (5‘-GCGCGTAATACG
ACTCACTATAG-3‘), die innerhalb der T3- bzw. T7-Promotorregion von pBluescriptIISK+
binden.
Die Sequenzierreaktionen erfolgten mit folgendem Temperaturprofil: 3 min bei 92°C, 25 Zyklen
mit 30 s bei 92°C, 30 s bei 55°C und 1 min bei 72°.
2.16 Bestimmung von Enzymaktivitäten
2.16.1 Bestimmung der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Aktivität
Die Aktivität der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase wurde spektrophotometrisch bei 260 nm durch
Verfolgen der Bildung von cis,cis-Muconat (=16.800 M-1cm-1 (Dorn & Knackmuss, 1978))
bestimmt. Der Reaktionsmix (1 ml) enthielt 50 mM Tris-HCl (pH 8), 1,3 mM EDTA, 0,25 mM
Catechol und die zu untersuchende Proteinlösung.
2.16.2 Bestimmung der Chlormuconat-Cycloisomerase-Aktivität
Die Aktivität der Chlormuconat-Cycloisomerase wurde spektrophotometrisch bei 260 nm durch
Verfolgen der Substratumsetzung bestimmt. Der Reaktionsmix (1 ml) enthielt 50 mM Tris-HCl
(pH 7,5), 2 mM MnSO4, 0,1 mM Substrat, die zu untersuchende Proteinlösung und Dienlacton-
Hydrolase (teilweise gereinigt aus R. eutropha JMP134) im Überschuss, um Absorption durch
das entstehende Dienlacton zu verhindern. Als Substrate wurden 2-Chlor-cis,cis-muconat
(Extinktionskoeffizient =17.100 M-1cm-1 (Dorn & Knackmuss, 1978)), cis,cis-Muconat
(=16.800 M-1cm-1 (Dorn & Knackmuss, 1978)), und 2,4-Dichlor-cis,cis-muconat
(=5.800 M-1cm-1 (Kuhm et al., 1990)) eingesetzt. 2-Chlor-cis,cis-muconat stammte aus einer
früheren Präparation (Vollmer et al., 1994). 2,4-Dichlor-cis,cis-muconat wurde enzymatisch aus
3,5-Dichlorcatechol hergestellt. Dazu wurde eine Zellextrakt aus TfdC (R. eutropha JMP134)
exprimierenden E. coli-Zellen (E. coli BL21 (DE3, pLysS) (pTFDC1)) (Vollmer et al., 1999)
verwendet.
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2.17 Proteinbestimmung
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach der Methode von Bradford (1976) mit
dem Protein Assay Kit von BioRad nach den Angaben des Herstellers.
2.18 Proteinanreicherungen aus Sphingomonas sp. TFD44
Die Anreicherungen erfolgten mit einem ÄKTA-FPLC-System von Amersham Pharmacia.
2.18.1 Anreicherungen der Chlormuconat-Cycloisomerase
Es wurden zwei Anreicherungen vorgenommen. Bei der ersten Anreicherung wurden die
Enzymtests nur mit 2-Chlor-cis,cis-muconat, bei der zweiten auch mit 2,4-Dichlor-cis,cis-
muconat durchgeführt.
Die erste Anreicherung erfolgte nur mit 2-Chlor-cis,cis-muconat als Substrat für die Enzymtests.
Der Rohextrakt aus ca. 2 l Kultur wurde zunächst einer Anionenaustausch-Chromatographie
(Q-Sepharose HP XK 16/20, 10 ml) unterzogen. Als Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit
1 mM MnSO4 verwendet. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0-1 M
NaCl über 15 Säulenvolumina. Die höchste Aktivität eluierte bei 360-400 mM NaCl. Die
zugehörigen Fraktionen wurden vereinigt und einer Hitzefällung unterzogen. Dafür wurde der
Pool 8 min auf 60 °C erhitzt, anschließend auf Eis gekühlt und 15 min bei 20.000 g und 4 °C
zentrifugiert. Der Überstand wurde mit Ammoniumsulfat gefällt. Dafür wurde (NH4)2SO4 bis zu
einer Endkonzentration von 1,8 M zugegeben, dann 10 min auf Eis inkubiert und 20 min bei
25.000 g und 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 50 mM Tris-HCl mit 1 M (NH4)2SO4
resuspendiert. Es wurde erneut zentrifugiert (14.000 g, 8 min, 4 °C). Der Überstand wurde
aufbewahrt. Das Pellet wurde in 1 ml 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 0,8 M (NH4)2SO4 resuspen-
diert und erneut abzentrifugiert. Die beiden Überstände wurden vereinigt und einer Hydro-
phoben Interaktions-Chromatographie unterzogen (Phenyl-Sepharose HP HiTrap, 1 ml). Als
Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 1 mM MnSO4 verwendet. Die Elution erfolgte mit
einem linearen (NH4)2SO4-Gradienten von 1,2-0 M (NH4)2SO4 über 15 Säulenvolumina. Die
höchste Aktivität eluierte bei 255 mM Ammoniumsulfat. Die Fraktionen mit den höchsten
Aktivitäten wurden vereinigt und anschließend auf eine MonoQ-Säule (MonoQ HR 5/5, 1 ml)
aufgetragen. Als Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 1 mM MnSO4 verwendet. Die
Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten von 1-0 M NaCl. Es zeigte sich kein
Reinigungseffekt. Die beiden Fraktionen mit der Aktivität wurden vereinigt und einer Gelfiltration
(Superdex 200 HR 10/30, 23,5 ml) unterzogen. Als Puffer wurde 150 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit
100 mM NaCl und 0,1 mM MnSO4 verwendet. Die Elution erfolgte bei einer Flussrate von
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0,4 ml/min. Die höchste Aktivität eluierte bei 27,5 min. Die Fraktionen (0,5 ml) mit Aktivität
wurden mit jeweils 400 µl Glycerin (99,5 %) versetzt und einzeln bei -20 °C gelagert. Es wurde
eine SDS-PAGE (s. 2.19) durchgeführt. Der Teil des Gels mit den Gelfiltrations-Fraktionen
wurde geblottet und die Bande der mutmaßlichen Chlormuconat-Cycloisomerase (CMC1) für
die N-terminale Sequenzierung ausgeschnitten.
Bei der zweiten Anreicherung wurden Aktivitätstests mit 2-Chlor-cis,cis-muconat und
2,4-Dichlor-cis,cis-muconat durchgeführt. Der Rohextrakt (aus ca. 2 l Kultur) wurde zuerst einer
Hitzefällung unterzogen. Dafür wurde er 8 min auf 70 °C erhitzt, auf Eis gekühlt und zentrifugiert
(27.000 g, 4 °C, 15 min). Der klare Überstand wurde einer Anionenaustausch-Chromatographie
unterzogen (Q-Sepharose HP XK 16/4, 8 ml). Als Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit
1 mM MnSO4 verwendet. Die Elution erfolgte mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0-1 M
NaCl über 20 Säulenvolumina. Es konnten diesmal drei Aktivitäten festgestellt. Eine eluierte bei
235-261 mM NaCl und zeigte die höchste Aktivität mit 2,4-Dichlormuconat. Die zugehörigen
Fraktionen wurden vereinigt und im Folgenden als CMC2 bezeichnet. Der zweite Aktivitätspeak
eluierte bei 313-363 mM NaCl und zeigte die höchste Aktivität mit 2-Chlormuconat und wurde
im Folgenden als CMC1' bezeichnet, da es sich vermutlich um das in der ersten Reinigung
angereicherte Enzym handelte. Die dritte Aktivität eluierte bei 338-363 mM NaCl und zeigte
höchste Aktivität mit 2,4-Dichlormuconat (CMC3). Da CMC1' und CMC3 nicht deutlich von-
einander getrennt werden konnten, wurden die zugehörigen Fraktionen beider Aktivitäten zu
einem Pool vereinigt. Die beiden Pools wurden mit Ammoniumsulfat gefällt. Das Salz wurde bis
zu einer Endkonzentration von 1,2 M (NH4)2SO4 zugegeben. Die beiden Proben wurden 10 min
auf Eis inkubiert und zentrifugiert (4500 g, 4 °C, 15 min). Es konnte kein Niederschlag fest-
gestellt werden. Beide Proben wurden dann einer Hydrophoben Interaktions-Chromatographie
unterzogen (Phenyl-Sepharose HP HiTrap, 1 ml). Als Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit
1 mM MnSO4 verwendet. Die Elution erfolgte mit einem linearen (NH4)2SO4-Gradienten von
1,2-0 M (NH4)2SO4 über 20 Säulenvolumina. CMC2 eluierte bei 500-400 mM (NH4)2SO4. CMC1'
and CMC3 konnten auch hier nicht deutlich voneinander getrennt werden. Für die weiteren
Reinigungsschritte wurden die beiden Aktivitäten zwischen den Fraktionen mit der jeweiligen
höchsten Aktivität gesplittet. CMC1' eluierte demnach bei 326-258 mM (NH4)2SO4 und CMC3
bei 400-326 mM (NH4)2SO4. Die jeweiligen Fraktionen wurden vereinigt. Die drei Pools wurden
durch Ultrafiltration in getrennten YM-30 Centricons (Amicon) aufkonzentriert. Jeder Pool wurde
einer Gelfiltration (Superdex 200 HR 10/30, 23,56 ml) unterzogen. Als Puffer wurde 100 mM
Tris-HCl (pH 7,5)/150 mM NaCl/1 mM MnSO4 mit einer Flussrate von 0,4 ml/min verwendet.
CMC1' eluierte bei 27,82 min, CMC2 bei 27,04 min und CMC3 bei 27,33 min. Zur Auf-
bewahrung wurde zu jeder Probe 1 Volumen 99,5%iges Glycerin zugegeben. Es wurde eine
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SDS-PAGE (s. 2.19) durchgeführt. Für die N-terminale Sequenzierung wurden die Bereiche des
Gels von CMC2 und CMC3 geblottet (s. 2.20) und entsprechende Banden ausgeschnitten.
2.18.2 Anreicherung der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase
Der Rohextrakt (derselbe wie in der ersten Cycloisomerase-Anreicherung) wurde zuerst auf
eine Anionenaustauscher-Säule (Q Sepharose HP XK 16/5, 10,053 ml Bettvolumen)
aufgetragen. Als Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 1 mM MnSO4 verwendet. Die
Elution erfolgte in demselben Puffer mit einem linearen NaCl-Gradienten von 0-1 M NaCl über
15 Säulenvolumina. Die höchste Aktivität eluierte bei ca. 320 mM NaCl. Die Fraktionen mit der
höchsten Aktivität wurden vereinigt. Es folgte eine Fällung mit Ammoniumsulfat, bei der das
Salz bis zu einer Endkonzentration von 2,6 M (NH4)2SO4 zugefügt wurde. Die Probe wurde
anschließend 60 Tage auf Eis gelagert, da zunächst die Reinigung einer Chlormuconat-
Cycloisomerase erfolgen sollte. Das Pellet wurde in 25 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 1,2 M
(NH4)2SO4 resuspendiert. Es wurde 10 min auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert
(10 min, 15000 g, 4 °C). Der Überstand wurde einer Hydrophoben Interaktions-Chromato-
graphie (Phenyl Sepharose HP, HiTrap, 1 ml) unterzogen. Als Puffer wurde 25 mM Tris-HCl (pH
7,5) verwendet. Die Elution erfolgte mit einem linearen (NH4)2SO4-Gradienten von 1,2-0 M
(NH4)2SO4 über 20 Säulenvolumina. Die höchste Aktivität eluierte bei ca. 0,45 M (NH4)2SO4. Die
Fraktionen mit der höchsten Aktivität wurden vereinigt und durch Ultrafiltration mit einem YM-10
Centricon bei 3000 g und 4 °C aufkonzentriert. Die Proteine wurden mit 100 mM Tris-HCl
(pH 7,5)/150 mM NaCl durch Zentrifugation bei 1000 g und 4 °C für 2 min eluiert. Das resul-
tierende Konzentrat (ca. 320 µl) wurde einer Gelfiltration unterzogen (Superdex 200 HR 10/30,
23,56 ml). Als Puffer wurde 100 mM Tris-HCl (pH 7,5) mit 150 mM NaCl verwendet (Flussrate
0,4 ml/min). Die höchste Aktivität eluierte bei 35,5 min und war über zwei Fraktionen verteilt. Für
die Lagerung wurde jede Fraktion mit 0,5 Volumen 99,5 %igem Glycerin versetzt. Von beiden
Fraktionen wurde ein gleiches Volumen gemischt und einer SDS-PAGE (s. 2.19) unterzogen.
Das Gel wurde geblottet (s. 2.20). Die mutmaßliche Dioxygenase wurde aus dem Blot
ausgeschnitten und der N-Terminus durch Proteinsequenzierung bestimmt.
2.19 Denaturierende SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Proteinlösungen wurden einer Standard SDS-PAGE unterzogen (Sambrook & Russel,
2001). Es wurden 10%ige Gele verwendet. Als Gelmatrix diente Rotiphorese® Gel30 von Roth.
Die Banden wurden durch Coomassie- oder Silberfärbung (Sambrook & Russel, 2001) sichtbar
gemacht.
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2.20 Western-Blot
Proteine, die N-terminal sequenziert werden sollten, wurden aus einem SDS-PAGE-Gel mit
dem Panther Semidry Electroblotter (Owl Separation Systems) auf eine Roti®-PVDF Membran
(Roth) geblottet. Der Transfer erfolge mit 25 mM Tris-Base/192 mM Glycin/15% Methanol als
Transferpuffer bei 250 mA für ca. 60 min. Die Membran wurde anschließend mit H2O gewa-
schen und mit Coomassie-Färbelösung (0,2% Coomassie R250, 45% Methanol, 10% Essig-
säure) 1 min gefärbt. Die Membran wurde mit Entfärbelösung (50% Methanol, 10% Essigsäure)
entfärbt, gründlich mit H2O gespült und luftgetrocknet.
2.21 Proteinsequenzierung
Das zu sequenzierende Protein wurde aus der Membran des Western-Blots ausgeschnitten und
von der Firma Prosequenz Bioanalytik (Ludwigsburg, Deutschland) N-terminal sequenziert.
2.22 Computerprogramme
Tab. 4 gibt einen Überblick über die genutzten Computerprogramme.
Tab. 4: Genutzte Computerprogramme und ihre Funktionen
Programm Funktion Internet Referenz
Block Maker Alignment von Proteinsequen-




Henikoff et al., 1995
CODEHOP Übersetzen der Proteinblöcke




















Altschul et al., 1990;
Altschul et al., 1997
EditSeq
4.05
Speichern der DNA- und
Proteinsequenzen, überset-
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Tab. 4: Fortsetzung





















Higgins & Sharp, 1988;
Thompson et al., 1997
GeneDoc Alignment Editor http://www.psc.edu/biomed/
genedoc/
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3 Experimente und Ergebnisse
3.1 Entwicklung von PCR-Primern zum Nachweis der Chlormuconat-Cyclo-
isomerase- und der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene
3.1.1 Angewendete Prinzipien des Primerdesigns
PCR-Primer oder Sonden für den Nachweis von Genen einer Enzymfamilie werden in der
Regel von den zugehörigen Proteinsequenzen abgeleitet, indem mit Hilfe eines Multiple
Sequence Alignments nach konservierten Bereichen zwischen den Sequenzen verschiedener
Organismen gesucht wird. Diese konservierten Bereiche werden dann in DNA übersetzt. Dabei
muss die Degenerierung des genetischen Codes berücksichtigt werden. Primer, bei denen die
Degenerierung berücksichtigt ist, sogenannte degenerierte Primer, stellen daher einen Pool aus
Oligonukleotiden (Oligos) unterschiedlicher Sequenzen dar.
Je höher der Degenerierungsgrad eines solchen Primers ist, desto größer ist auch die Anzahl
an unterschiedlichen Sequenzen in diesem Oligo-Pool. Dies führt zum einen dazu, dass der
Anteil desjenigen Oligonukleotids, das gut auf eine bestimmte Zielsequenz passt, mitunter nur
in geringer Konzentration im Primer vorliegt und während der Amplifizierungsreaktion schnell
aufgebraucht wird. Dies kann dann eine sehr geringe Ausbeute des gewünschten Fragmentes
zur Folge haben. Zum anderen bedeutet ein hoher Degenerierungsgrad des Primers eine
Erhöhung der Wahrscheinlichkeit der Entstehung von unspezifischen Signalen. Daher sollte der
Degenerierungsgrad des Primers nach Möglichkeit gering gehalten werden.
Bei der Entwicklung der spezifischen PCR-Primer zum Nachweis der Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase- und der Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene wurden in dieser Arbeit verschie-
dene Strategien verwendet, um den Degenerierungsgrad der Primer zu beschränken.
Für die ersten Primerpaare, die zum Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase Gene
entwickelt wurden, wurde das Prinzip der COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide
Primers (CODEHOP) (Rose et al., 1998) genutzt. Wie der Name schon andeutet, sind
CODEHOP-Primer aus zwei Teilen zusammengesetzt. Das 3‘-Ende eines solchen Primers be-
steht aus einer degenerierten Sequenz, die die spezifische Bindung ermöglicht. Das 5‘-Ende
besteht dagegen aus einer Consensus-Sequenz, die nicht degeneriert und daher für alle Oligos
des Pools gleich ist. Dadurch wird die Primerbindung in den späteren Zyklen der PCR-Reaktion
stabilisiert, wenn die Primer des Oligo-Pools, die im degenerierten Bereich zu 100% binden,
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geringer werden und immer mehr die gebildeten Fragmente selber als Template für die
Amplifizierung fungieren.
Eine andere Methode, die Anzahl unterschiedlicher Oligos im Primer zu verringern, ist der Ein-
satz von Inosindesoxynukleotiden an Stellen mit hohem Degenerierungsgrad (Ohtsuka et al.,
1985), da die Base Inosin mit allen vier DNA-Basen Wasserstoffbrücken bilden kann.
Als dritte Methode wurde mit Codon Usage-Tabellen gearbeitet, in denen für einen bestimmten
Organismus zusammengefasst ist, welches Codon in verschiedenen Genen wie oft genutzt
wurde. In diesem Falle wurden Codon Usage-Tabellen von verschiedenen Vertretern einer
bestimmten Bakteriengruppe zu Rate gezogen (z.B. von verschiedenen Pseudomonaden,
Sphingomonaden oder Actinobakterien).
Für die Dioxygenase-Primer wurde auch die tatsächlich vorhandene Nukleotidsequenz der
bekannten Gene an den entsprechenden Stellen berücksichtigt.
Es wurden immer mehrere Vorwärts- und Rückwärtsprimer entworfen, um nachher dasjenige
Primerpaar auswählen zu können, das sich als am zuverlässigsten erwiesen hat.
3.1.2 Primer zum Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase
3.1.2.1 CODEHOP-Primer
Wie schon erwähnt, waren die ersten Primer, die für die Chlormuconat-Cycloisomerase ent-
worfen wurden, sogenannte CODEHOP-Primer. Ihnen lagen die Aminosäure-Sequenzen der
Cycloisomerasen ClcB aus Pseudomonas putida AC866 (pAC27) (Frantz & Chakrabarty, 1987),
TcbD aus Pseudomonas sp. P51 (pP51) (van der Meer et al., 1991a) und TfdD aus Ralstonia
eutropha JMP134 (pJP4) (Perkins et al., 1990), sowie von ClcB aus Rhodococcus opacus 1CP
(Eulberg et al., 1998) zu Grunde. Die Sequenz einer zweiten Chlormuconat-Cycloisomerase
aus R. eutropha JMP134 (TfdDII) (Matrubutham & Harker, 1994) war zum Zeitpunkt der Primer-
entwicklung zwar schon bekannt, allerdings war noch nicht geklärt, ob sie für ein funktionelles
Enzym codiert. Da ihre Sequenz zudem erheblich von denen der anderen abweicht (vgl. mit
Abb. 6), wurde sie für diese Primerentwicklung nicht berücksichtigt.
Für den Entwurf der CODEHOP-Primer wurde das gleichnamige Computerprogramm genutzt.
Von den Ausgangssequenzen wurde zunächst mit dem Programm BLOCK MAKER (Henikoff et
al., 1995) ein Alignment erstellt und in Blöcke mit konservierten Regionen unterteilt. Diese
Blöcke wurden in das CODEHOP-Programm (Rose et al., 1998) geladen, das daraus eine
Reihe von möglichen Primersequenzen für die verschiedenen Blöcke berechnete. Von diesen
vorgeschlagenen Primern wurden je zwei in Vorwärts- und zwei in Rückwärtsrichtung
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ausgewählt. Die ausgewählten Primersequenzen wurden überprüft und gegebenenfalls
nachkorrigiert. Die Vorwärtsprimer wurden FwClCyclChpA und FwClCyclChpF genannt, die
Reversprimer RevClCyclChpD und RevClCyclChpJ. Der Einfachheit halber werden die Primer
nachfolgend auch mit den verkürzten Namen ChpA, ChpF, ChpD und ChpJ bezeichnet. "Chp"
steht dabei für "CODEHOP"; die Buchstaben bezeichnen die von dem Programm BLOCK
MAKER ermittelten Blöcke. Die Sequenzen der Primer können der Tab. 6 entnommen werden,
ihre Bindungsstellen im Proteinalignment sind in Abb. 6 dargestellt.
Die erwarteten Fragmentgrößen für die verschiedenen Primerkombinationen sind:
ChpA/ChpD ca. 710 bp
ChpA/ChpJ ca. 800 bp
ChpF/ChpD ca. 620 bp
ChpF/ChpJ ca. 705 bp.
Die Primer wurden in den vier möglichen Kombinationen an DNA aus Reinkulturen
Chloraromaten abbauender Stämme getestet. Dabei kamen eine Reihe von β- und γ-Proteo-
bakterien zum Einsatz, drei Sphingomonas-Stämme und zwei Bradyrhizobium-ähnliche
Stämme, die zur Gruppe der α-Proteobakterien gehören, sowie aus der Gruppe der Actino-
bakterien neben R. opacus 1CP noch drei weitere Rhodococcus-Stämme (Tab. 1).
In Tab. 5 sind die Ergebnisse dieser PCR-Experimente zusammengefasst. Zunächst wurden
die Primer an Stämmen getestet, deren Sequenz zum Primerdesign herangezogen worden
waren. Anstelle des Plasmids pAC27 wurde Pseudomonas sp. B13 verwendet, dessen Gene
mit denen von pAC27 identisch sind (Vollmer et al., 1999). Schon bei diesen Tests zeigte sich,
dass die Primerkombinationen mit dem Reversprimer ChpD z. T. Schwierigkeiten bereiteten, da
z.B. mit R. eutropha JMP134 kein Amplifikat der erwarteten Größe erzielt werden konnte (Abb.
4). Auch wurde mit der Kombination ChpA/ChpD in einem Fall (aus Burkholderia sp. JWS) ein
Fragment amplifiziert, das größere Ähnlichkeit zu Muconat-Cycloisomerasen aufwies als zu
Chlormuconat-Cycloisomerasen. Wie aus Abb. 6 hervorgeht, besteht die Gefahr einer Ampli-
fizierung von Muconat-Cycloisomerase-Fragmenten auch mit der Primerkombination
ChpF/ChpD. Wirkliche Spezifität ist nur durch den Reversprimer ChpJ gegeben. Dennoch
wurden mit den anderen Primerkombinationen vorwiegend Chlormuconat-Cycloisomerase-
Fragmente amplifiziert (s. 3.1.2.3).















































R. eutropha JMP134 P. aeruginosa JB2
Abb. 4: Test der CODEHOP-Primer an R. eutropha JMP134 und P. aeruginosa JB2. Marker: λ-DNA mit
HindIII und EcoRI geschnitten.
Die Primerkombination ChpA/ChpJ erwies sich als am zuverlässigsten. Das Auftreten von
unspezifischen Banden war hier geringer als bei der Primerkombination ChpF/ChpJ. Die
Kombination ChpA/ChpJ wurde deshalb für die meisten weiteren Experimente verwendet. Mit
dieser Kombination ließen sich auch Fragmente aus den Sphingomonas-Stämmen
amplifizieren, sowie aus den Bradyrhizobium-ähnlichen Stämmen UO und AZD9. Cyclo-
isomerase-Gene aus Bakterien dieser taxonomischen Gruppen waren bis dahin noch nicht
bekannt.
Außer aus R. opacus 1CP ließ sich aus den Gram-positiven Stämmen jedoch kein Fragment
der erwarteten Größe amplifizieren. Mit DNA aus Rhodococcus sp. UFZ-B521 wurde ein
Fragment amplifiziert, das etwas größer als die erwartete Fragmentgröße war. Die
Sequenzierung dieses Fragments ergab jedoch keinerlei Ähnlichkeit zu Cycloisomerasen.
Bei vielen der getesteten Stämmen tauchten, wie schon erwähnt, neben den Fragmenten der
erwarteten Größe auch zusätzliche unspezifische Fragmente auf, die mal kleiner, mal größer
als die erwartete Fragmentgröße waren. Durch Gradienten-PCRs wurde daher versucht, für
einige Stämme die optimale Annealing-Temperatur für das Primerpaar ChpA/ChpJ zu
bestimmen (Abb. 5). Dabei wurden Temperaturen zwischen 40 °C und 65 °C getestet. Tempe-
raturen über 60 °C wirkten sich oft nachteilig aus. Zwar war die Spezifität bei den höheren Tem-
peraturen in den meisten Fällen deutlich besser, jedoch war die Ausbeute sehr viel niedriger
(Abb. 5), so dass die Banden im Agarosegel kaum zu erkennen waren. Als Kompromiss wurde
daher für die weiteren PCR-Experimente eine Touch Down-PCR durchgeführt, bei der die
Annealing-Temperatur, begonnen mit 60 °C, in den ersten zehn Zyklen schrittweise jeweils um
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1 °C reduziert wurde. Die restlichen 20 Zyklen wurden dann mit 50 °C Annealing-Temperatur
durchgeführt. Das Auftreten von zusätzlichen, unerwünschten Fragmenten konnte damit aller-
dings nicht gänzlich unterbunden werden.
Zur Optimierung wurden außerdem auch verschiedene PCR-Zusätze ausgetestet. In der
Literatur sind die positiven Wirkungen von einer Reihe von Zusätzen auf die Spezifität und
Ausbeute von PCR-Produkten beschrieben: z.B. Glycerin (Lu & Negre, 1993; Varadaraj &
Skinner, 1994), Dimethylsulfoxid (DMSO) (Frackman et al., 1998; Varadaraj & Skinner, 1994),
Trimethylammoniumchlorid (TMAC) (Chevet et al., 1995), Betain (Frackman et al., 1998; Henke
et al., 1997) und Formamid (Sarkar et al., 1990; Varadaraj & Skinner, 1994). Von diesen
wurden Glycerin in Konzentrationen bis zu 20% (v/v), DMSO bis zu 10% (v/v) und TMAC in
Konzentrationen bis zu 50 mM getestet. Mit TMAC konnte keinerlei Amplifikat erhalten werden,
auch nicht mit Primern für die 16S rDNA, die als Positivkontrolle fungierten. Hier kann nur
vermutet werden, dass die Chemikalie mit Stoffen verunreinigt war, die sich hemmend auf die
PCR auswirkten. In manchen Fällen konnte eine positive Wirkung des Glycerins (bis 15 %) auf
die Ausbeute an PCR-Produkt festgestellt werden, jedoch nicht auf die Spezifität. 20 % Glycerin
wirkte sich eher hemmend aus. Auch für DMSO konnte keine eindeutig positive Wirkung auf die
Spezifität festgestellt werden. 10 % DMSO wirkten sich hemmend aus.



























































Abb. 5: Beispiel einer Gradienten-PCR zur Optimierung der Annealing-Temperatur für das Primerpaar
FwClCyclChpA/RevClCyclChpJ mit DNA von R. eutropha JMP134. Marker: GeneRuler 100 bp (MBI
Fermentas).
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Tab. 5: Ergebnisse der PCR-Experimente mit den nach der CODEHOP-Methode entwickelten Primer
zum Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene
Primerkombination
Stamm ChpA/ChpJ ChpA/ChpD ChpF/ChpJ ChpF/ChpD
R. eutropha JMP134 +! – +! –
Pseudomon. sp. B13 +! +!
Rh. opacus 1CP +! + +! –
P. aeruginosa JB2 +! +! – +!
P. aeruginosa RHO1 – +
P. putida P111 +! +!
Pseudomon.sp. CB12 + + +
Alcaligenes sp. CPE2 +! + + –
D. acidovorans CA28 + +!
Ralstonia  sp. PS12 +! +
Burkholderia sp. JWS + (+!) +
Burkholderia sp. 3CB-1 +
Ralstonia-ähnl. Stamm JS704 +!
Acidovorax-ähnl. Stamm JS771 + +
Acidovorax-ähnl. Stamm JS772 +!
Acidovorax-ähnl. Stamm JS773 +! + +
Acidovorax-ähnl. Stamm JS774 +!
Acidovorax-ähnl. Stamm JS775 +!
Acidovorax-ähnl. Stamm JS776 +! + +
Acidovorax-ähnl. Stamm JS777 +! + +
Comamonas-ähnl. Stamm RW66HH +
Sphingom. sp. TFD44 +! – + –
Sphingom. sp. EML146 +! – – –
S. herbicidovorans MH +! – – –
Bradyrhizobium-ähnl. Stamm AZD9 +!
Bradyrhizobium-ähnl. Stamm UO +! – + –
Rhodococcus sp. UFZ-B518 – – –
Rhodococcus sp. UFZ-B521 – – –
Rhodococcus sp. UFZ-B528 – – –
Stamm K19 (pEMT3) + +
+, Fragment der richtigen Größe erhalten; –, getestet, aber kein Fragment der richtigen Größe erhalten; !, Fragment
wurde kloniert und sequenziert, (+), Fragment der richtigen Größe erhalten, aber mehr Ähnlichkeit zu Muconat-
Cycloisomerasen
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Eine positive Wirkung auf die Ausbeute konnte oft durch Einsetzen höherer Primerkonzen-
trationen erzielt werden (bis zu 2 pmol Primer pro µl Reaktionsansatz), da damit die Menge der
gut passenden Oligos erhöht wurde.
Einen entscheidenden Einfluss auf die PCR hatte die Qualität der eingesetzten DNA. Versuche
mit DNA-Schnellpräparationen durch Aufkochen einer Bakteriensuspension erwiesen sich oft
als unzuverlässig, d.h. mal konnten Fragmente amplifiziert werden, mal nicht. Der Aspekt der
Reinheit der Template-DNA ist besonders im Bezug auf eine spätere Anwendung der Primer
mit DNA aus Umweltproben relevant.
Für jede Primerkombination wurden exemplarisch Fragmente kloniert und sequenziert, um ihre
Authentizität zu überprüfen. Von solchen Stämmen, von denen noch keine Erkenntnisse über
die Abbaugene vorlagen, wurden die erhaltenen Fragmente in jedem Fall kloniert und
sequenziert, um einen Überblick über die Diversität dieser Gene zu erhalten.
3.1.2.2 CMC-Primer
Nachdem in GenBank weitere Sequenzen von Chlormuconat-Cycloisomerasen veröffentlicht
worden waren (vgl. Tab. 6), wurden erneut Primer entwickelt. Dabei wurden auch die
Sequenzen der mit den CODEHOP-Primern erzielten PCR-Produkte für die α-Proteobakterien
berücksichtigt bzw. die mittlerweile vollständig sequenzierten Gene von Sphingomonas sp.
TFD44 (diese Arbeit) und dem Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO (Gröning, pers.
Mitteilung), sowie ein zweites Gen aus Rhodococcus opacus 1CP (Moiseeva et al., 2002).
Da die Unterschiede zwischen den Sequenzen der α-Proteobakterien und denen der β- und
γ-Proteobakterien relativ groß sind (s. 3.1.2.3), wurden für diese beiden Gruppen getrennte
Primer entwickelt. Desweiteren wurden Primer von den beiden bekannten Chlormuconat-Cyclo-
isomerase Genen aus R. opacus 1CP abgeleitet. Die Primer erhielten die Bezeichnung "CMC"
mit dem Kürzel fw für "vorwärts" bzw. "rev" für "rückwärts" plus einer Nummer sowie einen
Hinweis auf die Sequenzgruppe, die berücksichtigt wurde. Der Einfachheit halber wird im
Folgenden auf diese Primer als "CMC-Primer“ Bezug genommen. Die Primersequenzen sind in
Tab. 6 dargestellt. Die Lage der Primer im Proteinalignment zeigt Abb. 6. Es wurden wieder
mehrere Vorwärts- und Rückwärtsprimer entwickelt. Die Vorwärtsprimer CMC-fw2-α und
CMC-fw6-G- sind fast identisch, und daher durchaus gegeneinander austauschbar. Der Primer
CMC-rev4-α passt nicht nur auf die Sequenzen der α-Proteobakterien, sondern auch auf die
der anderen Gram-negativen Bakterien. Der Primer CMC-rev5-G- läßt sich auch auf die
α-Proteobakterien anwenden. b. 1:
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TfdD_TFD44   : 
PCR_EML146   : 
PCR_S.herb   : 
TfdD_UO      : 
TfdDII_pJP4  : 
TfdD_pJP4    : 
ClcB_3CB-1   : 
TfdD_NK8     : 
CbnB_NH9     : 
TcbD_pP51    : 
TetD_RW71    : 
TfdD_TV1     : 
ClcB_pAC27   : 
ClcB_142     : 
ClcB_1CP     : 
ClcB2_1CP    : 
CatB_1CP     : 
CatB_R.ery   : 
CatB_ADP1    : 
CatB2_K24    : 
CatB1_K24    : 
CatB_335     : 
CatB_NK8     : 
CatB_PRS2000 : 
CatB_CA10    : 
CatB_P111    : 
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Abb. 6: Legende s. folgende Seite.
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Die erwarteten Fragmentlängen für die verschiedenen Primerkombinationen sind in Tab. 7
aufgelistet.

















































CMC-fw2-α 650 450 825
CMC-fw3-α 430 210 600
CMC-fw4-G- 570 950 790
CMC-fw6-G- 650 450 825 680
fw-CMC-alpha 580-
590
Abb. 6: Lage der Chlormuconat-Cycloisomerase-Primer im Proteinalignment von Chlormuconat-Cyclo-
isomerasen (TfdD, ClcB, CbnB, TcbD, TetD) und Muconat-Cycloisomerasen (CatB). Die Sequenzmotive,
die zur Ableitung der Primersequenzen genutzt wurden, sind farbig gekennzeichnet. Gelb: CODEHOP-
Primer, grün: CMC-Primer für β- und γ-Proteobakterien, blau: CMC-Primer für α-Proteobakterien, rosa:
CMC-Primer für Rhodococcus, grau hinterlegt: Positionen, die in mindestens 80 % der Sequenzen
identisch sind. Referenzen und GenBank Accession No. für die Sequenzen: PCR EML146: PCR-Produkt
des Primerpaars ChpA/ChpJ aus Sphingomonas sp. EML146; PCR S. herb: PCR-Produkt des Primer-
paars ChpA/ChpJ aus S. herbicidovorans MH; TfdD UO: (Gröning, persönliche Mitteilung); TfdDII pJP4,
U16782 (Leveau & van der Meer, 1996); TfdD pJP4, M35097 (Perkins et al., 1990); ClcB 3CB-1: ClcB
aus Burkholderia sp. 3CB-1 (Schäfer, 1998); TfdD NK8: TfdD aus Burkholderia sp. NK8, AB050198 (Liu
et al., 2001); CbnB NH9: CbnB aus Ralstonia eutropha NH9 (pENH91), AB019032 (Ogawa & Miyashita,
1999a); TcbD pP51: TcbD aus Pseudomonas sp. P51 (pP51), M57629 (van der Meer et al., 1991a); TetD
RW71: TetD aus P. chlororaphis RW71, AJ271325 (Potrawfke et al., 2001); TfdD TV1: TfdD aus Variovo-
rax paradoxus TV1 (pTV1), AB028643 (Vallaeys et al., unveröffentlicht); ClcB pAC27, M16964 (Frantz &
Chakrabarty, 1987) korrigiert nach (Vollmer et al., 1999); ClcB 142: ClcB aus P. aeruginosa 142,
AF161263 (Corbella et al., 2001); ClcB 1CP: ClcB aus Rhodococcus opacus 1CP, AF003948 (Eulberg et
al., 1998); ClcB2 1CP: ClcB2 aus R. opacus 1CP, AJ439407 (Moiseeva et al., 2002); CatB 1CP: CatB
aus R. opacus 1CP, X99622 (Eulberg et al., 1997); CatB R.ery: CatB R. erythropolis AN-13, D83237
(Murakami et al., 1997); CatB ADP1: CatB aus Acinetobacter sp. ADP1, AF009224 (Neidle et al., 1988);
CatB2 K24: CatB aus Acinetobacter lwoffii K24, U77659 (Kim et al., 1997); CatB1 K24: CatB1 aus A.
lwoffii K24, U77658 (Kim et al., 1997); CatB 335: CatB aus Ralstonia eutropha 335, AF042281 (Hinner,
1998); CatB NK8: CatB aus Burkholderia sp. NK8, AB024746 (Francisco Jr. et al., 2001); CatB PRS2000:
CatB aus Pseudomonas putida PRS2000, U12557 (Houghton et al., 1995); CatB CA10: CatB aus Pseu-
domonas sp. CA10, AB047272 (Nojiri et al., unveröffentlicht); CatB P111: CatB aus P. putida P111,
AY026914 (Totevova et al., unveröffentlicht).
42 Experimente und Ergebnisse
Obwohl die CMC-Primer eine Schmelztemperatur um die 60 °C haben, erforderten sie eine
deutlich niedrigere Annealing-Temperatur. Es wurde schließlich ein Touch Down-Programm
gewählt, in dem die Annealing-Temperatur in den ersten 10 Zyklen von 55 °C jeweils um 1 °C
auf 45 °C verringert wurde.
Die Primer wurden nicht mehr an allen in Tab. 5 aufgelisteten Stämmen getestet, da die
Sequenzierung der klonierten, mit den CODEHOP-Primern erzielten PCR-Produkte nur eine
geringe Diversität gezeigt hatte (s. 3.1.2.3).
Mit den Primern, die zur Amplifzierung aus Rhodococcen entworfen worden waren, konnte aus
R. opacus 1CP kein Fragment der erwarteten Größe amplifiziert werden. Es wurden stets nur
größere Fragmente amplifiziert. Offensichtlich sind die gewählten Sequenzbereiche nicht
spezifisch für die Gene der Chlormuconat-Cycloisomerasen in R. opacus 1CP. Mit den meisten
anderen Primern konnten die erwarteten Fragmente erhalten werden (Tab. 8).
Für die Sequenzen der α-Proteobakterien erwiesen sich die Kombinationen mit dem
Vorwärtsprimer CMC-fw3-α als am günstigsten, da hier die Ausbeuten besser waren als mit
dem Primer CMC-fw2-α (Abb. 7), bedingt durch die nicht eindeutige Position am 3'-Ende von
CMC-fw2-α. Für die α-Proteobakterien ergaben also die folgenden Kombinationen die besten
Ergebnisse: CMC-fw3-α/CMC-rev3-α, CMC-fw3-α/CMC-rev4-α und CMC-fw3-α/CMC-rev5-G-,
wobei der Reversprimer CMC-rev4-α nicht spezifisch für die Chlormuconat-Cycloisomerasen
ist, sondern auch Sequenzen der Muconat-Cycloisomerasen erfasst (vgl. mit Abb. 6)
Am besten geeignet zur Amplifizierung aus β- und γ-Proteobakterien sind die Primerkombi-
















































Abb. 7: Test der CMC-Primer an S. herbicidovorans MH. Marker: GeneRuler 1 kb (MBI Fermentas).
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CMC-rev5-G- ließen sich keine Amplifikate aus Pseudomonas sp. B13 und P. aeruginosa JB2
erzielen (Abb. 8). Der Vorwärtsprimer CMC-fw4-G- erfasst allerdings nicht die Sequenz von
tfdDII von pJP4.
Für dieses Gen wurden daher nochmals neue Primer entwickelt, die auch auf die Sequenzen
der α-Proteobakterien passen und daher mit CMC-alpha bezeichnet wurden. Der Reversprimer
entspricht CMC-rev4-α, ist aber etwas allgemeiner gehalten und wie CMC-rev4-α nicht
spezifisch für die Chlormuconat-Cycloisomerasen. Der Vorwärtsprimer bindet im vorderen
Bereich des Gens (Abb. 6). Mit diesem Primerpaar ließ sich dann auch ein Fragment aus
R. eutropha JMP134 amplifizieren, das tfdDII entspricht. Allerdings war die Ausbeute so gering,
dass erst nach einer Reamplifizierung die erwartete Bande deutlich im Gel zu sehen war.
Ebenfalls konnte mit diesem Primerpaar ein Fragment des Plasmids pEMT3 amplifiziert werden,
das mit keinem der anderen getesteten Primerpaare ein Produkt ergeben hatte.
Abschließend bleibt festzuhalten, dass es auf Grund der hohen Ähnlichkeit zwischen den
Chlormuconat- und Muconat-Cycloisomerasen schwierig war, spezifische Sequenzbereiche für
die Chlormuconat-Cycloisomerasen zu finden. Oft blieb als Kompromiss nur die Wahl einer
Semispezifität, d.h., dass nur einer der Primer eines Primerpaares die gewünschte Spezifität
aufwies.
Für die Chlormuconat-Cycloisomerasen der Rhodococcus-Stämme konnte kein Primerpaar
gefunden werden, mit dem beide Gene aus R. opacus 1CP zuverlässig nachgewiesen werden
















R. eutropha JMP134 + + + + + + +
Pseudomon. sp. B13 + – + + – +
P. aeruginosa JB2 + – + + – –
Ralstonia sp. PS12 + + + – – –
Burkhold. sp. 3CB-1 + + + + + +















Sphingom. sp. EML146 + + +! +! + + +
Sphingom. sp. TFD44 +! +! + + + + +
S. herbicidovorans MH + + + +! +! +!
Bradyrhiz.-ähnl. Stamm UO + + +
+, Fragment der richtigen Größe erhalten; –, kein Fragment der richtigen Größe erhalten; !, Fragment
wurde kloniert und sequenziert
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können. Hier fehlen noch weitere Sequenzen aus verwandten Stämmen als Grundlage für das
Primerdesign. Eventuell wäre es dann auch erforderlich für die beiden Gene aus R. opacus























































































































































































Abb. 8: Test der CMC-Primer mit β- und γ-Proteobakterien. B13: Pseudomonas sp. B13, JMP134: R.
eutropha JMP134, PS12: Ralstonia sp. PS12, 3CB-1: Burkholderia sp. 3CB-1, K19(pEMT3):
Ralstonia sp. K19(pEMT3), ADP1: Acinetobacter sp. ADP1, PRS2000: P.putida PRS2000,
Negativkontrolle: Pool der Negativkontrollen der drei Primerpaare, Marker: GeneRuler 100 bp (MBI
Fermentas). P. putida PRS2000 (Wheelis & Ornston, 1972) und Acinetobacter sp. ADP1 (Juni &
Janik, 1969) dienten als Negativkontrollen. Diese Stämme besitzen Gene des Catechol- nicht aber
des Chlorcatechol-Abbaus
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Ein weiteres Problem stellte die Sequenz von tfdDII aus R. eutropha JMP134 dar. Auch hier
fehlen noch weitere Sequenzinformationen von ähnlichen Genen, um verbesserte Primer
entwerfen zu können.
3.1.2.3 Sequenzanalyse der klonierten Cycloisomerase-Fragmente
Die Sequenzierung der klonierten, mit den CODEHOP-Primern erzielten PCR-Produkte der
erwarteten Größe zeigte, dass mit den entwickelten Primern tatsächlich fast ausschließlich
Fragmente von Chlormuconat-Cycloisomerasen amplifiziert worden waren. Eine Ausnahme
bildete das PCR-Produkt von Burkholderia sp. JWS mit dem Primerpaar ChpA/ChpD, dessen
abgeleitete Proteinsequenz eine größere Ähnlichkeit zu Muconat-Cycloisomerasen aufwies als
zu Chlormuconat-Cycloisomerasen, mit 92,3 % identischen Positionen mit CatB2 aus
Acinetobacter lwoffii K24.
Die meisten der klonierten Fragmente zeigten schon auf DNA-Ebene im Sequenzvergleich die
größte Ähnlichkeit zu clcB von pAC27 mit 95-100 % identischen Positionen. Dies waren die mit
dem Primerpaar ChpA/ChpJ erzielten Fragmente der Stämme JS704, JS771, JS772, JS773,
JS774, JS775, JS776, JS777, Pseudomonas putida P111, P. aeruginosa JB2 und die mit dem
Primerpaar ChpA/ChpD erzielten Fragmente der Stämme P. aeruginosa JB2, P. putida P111
und des Comamonas-ähnlichen Stammes RW66HH, sowie das mit dem Primerpaar
ChpF/ChpD erhaltene Fragment aus P. aeruginosa JB2.
Die Sequenzierung der Fragmente ChpA/ChpJ und ChpF/ChpJ aus R. eutropha JMP134
bestätigte die Amplifizierung tfdD aus diesem Stamm, die des Fragments fw-CMC-alpha/rev-
CMC-alpha die Amplifizierung von tfdDII.
Die Sequenzierung der Fragmente ChpA/ChpJ und ChpF/ChpJ aus R. opacus 1CP bestätigte
die Amplifizierung von clcB aus Stamm 1CP.
Die Sequenzen der PCR-Produkte von D. acidovorans CA28 und Ralstonia sp. PS12 mit dem
Primerpaar ChpA/ChpJ zeigten auf DNA-Ebene 85-90 % identische Positionen mit tcbD von
pP51.
Eine Ausnahme bildeten die Sequenzen aus den α-Proteobakterien. Hier zeigte sich eine
Ähnlichkeit auf Proteinebene von nur ca. 40 % identischen Aminosäuren zu den bekannten
Chlormuconat-Cycloisomerasen der β- und γ-Proteobakterien. Die Sequenzen der Sphingomo-
naden waren dabei untereinander sehr ähnlich. Die Sequenzen von Sphingomonas sp. TFD44
und Sphingomonas sp. EML146 zeigten auf DNA-Ebene eine Ähnlichkeit von ca. 88 %
identischen Positionen. Interessanterweise wurde aus S. herbicidovorans MH mit dem Primer-
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paar ChpA/ChpJ ein Fragment amplifiziert, das zu 99 % identisch zu den Sequenzen aus
Stamm EML146 ist, während die mit den CMC-Primern amplifizierten, sequenzierten Fragmente
nahezu identisch mit den Fragmenten aus Stamm TFD44 sind. S. herbicidovorans MH trägt
also mindestens zwei Gene für die Chlormuconat-Cycloisomerase. Die Sequenzen der
Bradyrhizobien-ähnlichen Stämme UO und AZD9 waren untereinander ebenfalls fast identisch.
Ihre Ähnlichkeit zu den Sequenzen der Sphingomonaden lag jedoch unter 65 % auf DNA-
Ebene und um 60 % auf Proteinebene.
3.1.3 Primer zum Nachweis der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase
3.1.3.1 Primer anderer Autoren
Primer zur Amplifizierung von Genfragmenten der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase waren schon
von anderen Autoren entworfen und an verschiedenen Chloraromaten abbauenden Bakterien-
stämmen getestet worden (Kleinsteuber et al., 1998; Leander et al., 1998). Diese Primer
wurden in der vorliegenden Arbeit nochmals auf ihr Nachweisspektrum überprüft.
Als erstes wurde das von Kleinsteuber et al. (1998) entwickelte Primerpaar (Benennung in
dieser Arbeit: fw-cldioxproteo, rev-cldioxproteo) getestet. Diese Primer sind ausschließlich von
β− und γ-proteobakteriellen Sequenzen abgeleitet und waren nur an Chloraromaten abbauen-
den Stämmen dieser taxonomischen Gruppen getestet worden.
Mit diesen Primern konnte aus einer Reihe von β- und γ-Proteobakterien ein Fragment der
richtigen Größe amplifiziert werden (Tab. 10). Es konnte jedoch weder aus den getesteten
α-Proteobakterien (Sphingomonas sp. TFD44, Sphingomonas sp. EML146, S. herbicidovorans
MH und Bradyrhizobium-ähnlicher Stamm UO) noch aus den Gram-positiven Stämmen
(Rhodococcus opacus 1CP, Rhodococcus sp. UFZ-B528, Rhodococcus sp. UFZ-B518 und
Rhodococcus sp. UFZ-B521) ein Fragment der erwarteten Größe amplifiziert werden (Abb. 9).
Als zweites wurde das von Leander et al. (1998) entwickelte Primerpaar getestet. Diese Primer
wurden, mit geringer Abweichung, von denselben Sequenzbereichen wie die von Kleinsteuber
et al. (1998) entworfenen Primer hergeleitet (Tab. 11). Die Sequenz des Reversprimers wurde
in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht eins zu eins übernommen. Die Primer wurden
fw-cldioxmt und rev-cldioxmt genannt.
Schon Leander et al. (1998) konnten in ihrer Arbeit mit diesem Primerpaar erfolgreich Dioxyge-
nase-Fragmente nicht nur aus β- und γ-Proteobakterien sondern auch aus einigen
Sphingomonas-Stämmen amplifizieren. Zwei dieser Stämme (Stamm TFD44 und Stamm
EML146) standen auch für die vorliegende Arbeit zur Verfügung. Die Ergebnisse von Leander
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et al. konnten noch einmal bestätigt werden. Außerdem konnte mit diesem Primerpaar auch ein
Fragment aus Sphingomonas herbicidovorans MH amplifiziert werden. Allerdings konnte kein
Fragment mit einem der getesteten Rhodococcus-Stämmen erhalten werden und auch nicht mit



















































































Abb. 9: Test der cldioxproteo-Primer (oben) und cldioxmt-Primer (unten) an α-Proteobakterien und Rho-
dococcen. JMP134: Ralstonia eutropha JMP134 (Positivkontrolle), TFD44: Sphingomonas sp. TFD44,
EML146: Sphingomonas sp. EML146, MH: S. herbicidovorans MH, UO: Bradyrhizobium-ähnlicher Stamm
UO, 1CP: Rhodococcus opacus 1CP, UFZ-B518: Rhodococcus sp. UFZ-B518, UFZ-B521: Rhodococcus
sp. UFZ-B521, UFZ-B528: Rhodococcus sp. UFZ-B528, Neg.kontr.: Negativkontrolle, Marker: GeneRuler
100 bp (MBI Fermentas). Bei beiden Primerpaaren liegt die erwartete Fragmentgröße zwischen 260 und
270 bp.
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3.1.3.2 Design neuer Primer
Da mit den Primern nach Leander et al. (1998) bereits aus den meisten getesteten Bakterien
die gewünschten Amplifikate erhalten werden konnten, wurde versucht gruppenspezifische
Primer zu entwickeln, mit denen eventuell schon ohne Sequenzierung eine gewisse Aussage
über die Diversität der Abbaugene an einem zu untersuchenden Standort getroffen werden
kann. Außerdem wurden Primer entworfen, die beide Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-
Sequenzen aus R. opacus 1CP sowie die Sequenz aus dem Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm
UO erfassen sollten.
Für den Entwurf der neuen Primer wurde ein Multiple Sequence Alignment mit allen bekannten
Aminosäuresequenzen der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase durchgeführt (ähnlich wie in Abb.
13). Anhand dieses Alignments wurden dann die zugehörigen DNA-Sequenzen ausgerichtet.
An den vorher aus dem Protein-Alignment ausgesuchten Stellen, die in etwa denen der Primer
nach Kleinsteuber et al. (1998) und Leander et al. (1998) entsprechen (Tab. 11), wurden gezielt
nur die tatsächlich vorkommenden Basen berücksichtigt. Es wurde ein Vorwärtsprimer für alle
Gram-negativen Bakterien (fw-diox-gram(-)), ein Vorwärtsprimer für Rhodococcen
(fw-diox-rhod), ein Reversprimer für β- und γ-Proteobakterien (rev-diox-gram(-)), ein Revers-
primer für die Sequenzen der α-Proteobakterien inklusive der Sequenz des Bradyrhizobium-
ähnlichen Stamms UO (rev-diox-alpha) bzw. nur der Sphingomonaden (rev-diox-sphingom), ein
Reversprimer für Rhodococcen (rev-diox-rhod) und ein Reversprimer, der sowohl auf die
Sequenzen der Gram-negativen Bakterien als auch auf die Rhodococcus-Sequenzen passen
sollte (rev-diox-gram(+/-)), abgeleitet. rev-diox-gram(+/-) ist dabei aber nicht spezifisch für die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen sondern erfasst auch Sequenzen der Catechol-1,2-
Dioxygenasen (s. Abb. 13).
Da für die Sequenzen aus den Actinobakterien nur die beiden Sequenzen der Chlorcatechol-
1,2-Dioxygenasen aus R. opacus 1CP zur Verfügung standen, wurde noch ein weiterer
Vorwärtsprimer entwickelt, der einer allgemeiner gehaltenen Version von fw-diox-rhod
entspricht und auch die Sequenzen bekannter Catechol-1,2-Dioxygenasen aus Actinobakterien
erfasst. Die Spezifität ist in diesem Fall nur durch den Reversprimer rev-diox-rhod gegeben.
Die erwarteten Fragmentgrößen sind in Tab. 9 angegeben.
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Abb. 10: Test der Dioxygenase-Primer an Rhodococcus sp. UFZ-B521. Positivkontrolle: PCR mit 16S
rDNA-Primern (27f/1522r); Marker1: 100 bp-Leiter (Peqlab); Marker2: 1kb-Leiter (Peqlab).
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Um die Spezifität dieser Primer zu überprüfen, wurden diese in allen Kombinationen an
mehreren Stämmen getestet. Tab. 10 gibt einen teilweisen Überblick über die Ergebnisse
dieser Experimente. Die gewünschte Spezifität war hauptsächlich für die Vorwärtsprimer
gegeben, d.h. mit dem Primer fw-diox-gram(-) konnte aus den Rhodococcen kein Fragment
amplifiziert werden (Abb. 10), bzw. mit dem Primer fw-diox-rhod kein Fragment aus den Gram-
negativen Bakterien (Abb. 11). Allerdings konnten bei den Rhodococcen mit dem Vorwärts-
primer fw-diox-rhod bzw. fw-diox-hgc mit allen Reversprimern Fragmente der richtigen Größe
erhalten werden (Abb. 10).
Wegen einiger Fehlpaarungen mit der Sequenz des Bradyrhizobium-ähnlichen Stamms UO
konnte mit dem Primer fw-diox-gram(-) kein Amplifikat erhalten werden. Wenn jedoch statt-
dessen der Primer fw-cldioxmt benutzt wurde, konnten auch hier gute Resultate mit dem
Reversprimer rev-diox-alpha erzielt werden.
Um zu überprüfen, ob von den Stämmen, von denen zwei verschiedene Gene für Chlor-
catechol-1,2-Dioxygenasen bekannt sind, auch tatsächlich mehrere Gene erfasst werden,
wurden die Amplifikate von R. eutropha JMP134, R. opacus 1CP und Sphingomonas sp.


































































































































Abb. 11: Test der Dioxygenase-Primer an Sphingomonas sp. TFD44 (unten). Positivkontrolle: PCR mit
16S-rDNA-Primern (27f/1522r); Marker1: 100 bp-Leiter (Peqlab); Marker2: 1kb-Leiter (Peqlab).
Experimente und Ergebnisse 51


























































































































































R. eutropha JMP134 + + – – + + –
Alcalig. sp. CPE2 +
D.acidovorans CA28 +!
Ralstonia sp. PS12 – – + –
Burkholderia sp. JWS – –
Burkholderia sp. 3CB-1 – – – – +! –
Ralstonia-ähnl. Stamm JS704 +! – – + + –
Acidovorax-ähnl. Stamm JS771 + – – + + –






Comamonas-ähnl. Stamm RW66HH +
Pseudomonas sp. B13 + + – – + +
P. aeruginosa JB2 + – – + + –
P. putida P111 – – + + –
Pseudomonas sp. CB12 – – +! + –
Sphingomonas sp. EML146 – +! – – – + +
Sphingomonas sp. TFD44 – +! – – – + +!
S. herbicidovorans MH – + – – – +! +
Bradyrhizobium-ähnl. Stamm UO – – – – – – – +
Rh. opacus 1CP – – +! + – – –
Rhodococcus sp. UFZ-B528 – – +! +! – – –
Rhodococcus sp. UFZ-B518 – – +! + – – (+!)
Rhodococcus sp. UFZ-B521 – – +! + – – –
Ralstonia sp. K19 (pEMT3) + + – – +! + –
+, Fragment der richtigen Größe erhalten; –, kein Fragment der richtigen Größe erhalten; !, Fragment wurde kloniert
und sequenziert; (+), Fragment der richtigen Größe ohne Ähnlichkeit zu Chlorcatechol-Dioxygenasen
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Anhand von Restriktionskarten der einzelnen Gene wurden gezielt Enzyme ausgewählt, die nur
in einem der beiden Amplifikate des jeweiligen Stammes schneiden sollten. Für Sphingomonas
sp. TFD44 wurde PvuII ausgewählt, das einmal im PCR-Produkt von tfdC (diese Arbeit)
schneiden sollte und Fragmente von 194 und 75 bp liefert. Für R. eutropha JMP134 wurden
SalI und DraII ausgewählt. SalI schneidet einmal im PCR-Produkt von tfdCII und liefert
Fragmente von 70 und 208 bp. DraII schneidet dagegen im Amplifikat von tfdC. Die erwartete
Fragmentgrößen sind 154 und 124 bp. Für R. opacus 1CP wurde SacII ausgewählt, das einmal
in PCR-Fragment von clcA2 schneidet und Fragmente von 164 und 195 bp liefert.
Wie in Abb. 12 zu erkennen konnte auf diese Weise nachgeprüft werden, dass mit den Primern
tatsächlich jeweils mehrere Gene erfasst werden. Es ist stets noch eine ungeschnittene Bande
zu erkennen, sowie Restriktionsfragmente der erwarteten Größe. Während bei R. opacus 1CP
und Sphingomonas sp. TFD44, die beiden unterschiedlichen Amplifikate etwa zu gleichen
Teilen vorzuliegen scheinen (abgeschätzt nach der Bandenintensität), scheint bei R. eutropha
JMP134 tfdCII stärker amplifiziert zu werden. Dieser Versuch zeigte auch, dass
Sphingomonas sp. EML146, dessen Gene nach den bisherigen Ergebnissen sehr ähnlich zu
denen von Sphingomonas sp. TFD44 sind (Abschnitt 3.2.2.2), offensichtlich kein Gen trägt, das
tfdC2 von Stamm TFD44 entspricht.
Ein Verdau der mit dem Primerpaar fw-diox-hgc/rev-diox-rhod erzielten PCR-Fragmente der
drei Rhodococcus-Stämme UFZ-B518, UFZ-B521 und UFZ-B528 mit SacII zeigte, dass diese
Stämme ebenfalls mindestens zwei verschiedene Gene für die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase
tragen.




































































Abb. 12: Restriktionsverdau der PCR-Produkte von Stämmen mit zwei verschiedenen Genen für die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase. Es wurden Enzyme verwendet, die jeweils nur in einem der beiden
Amplifikate schneiden. JMP134: R. eutropha JMP134, 1CP: R. opacus 1CP, TFD44: Sphingomonas sp.
TFD44, EML146: Sphingomonas sp. EML146, Marker: 100 bp-Leiter (Roth).
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               *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
TfdC Sph.sp. TFD44 : ----------------------------------MSN-RLEAVVADIVEGIRGALMKHDVTFDEYRQGIGYIMKTVEAGELPLMID-----AFLNTTICQIENRNF--GG
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : ----------------------------------MSNNRIHAVVSDIVDGIRNALIKHEVTFDEYRAGVMYAVKTGEAGEIPLMLD-----VFLNSTISDIENAAY--GG
TfdC Brad.-ähnl. UO : -----------------------------------MNERLTKVVQDLIAAAGRVLADNNVTREEYRQGVRYLAKVQADKELPLLID-----VFLEHLVIKAEDQRG--HN
TfdC pJP4 : -----------------------------------MNKRVKDVVDAIVAAVQRVLDQKEVTEAEYRTAVHYLMQVAEQRETALLCD-----VFFNSTVAATKARIS--EG
TfdC Burkh.sp. NK8 : -----------------------------------MNKRVKDVVDGIVSAVRRVLDEKEITESEYRTALHYLMKVAEQREIALLCD-----VFFNSTVVATKARLS--SG
TfdCII pJP4 : ----------------------------------MTNPRVHEIATAMLDAVRKVLVQQEVTEAEYRAGVMYMMQVAEAKEMGLLCD-----VFLNSTIVEIKAAAT--RG
TfdC B.cepacia 2A : ----------------------------------MKNPRVHEIATAMIDAVRKVLIDHQVTEAEYRAGVMYMMKVAEAKETGLISD-----VFLNSTIVEIKAANT--HG
TfdC V.paradoxus TV1 : ----------------------------------MKNPRVHEIATAMIDAVRKVLIDHQVTEAEYRAGVMYMMKVAEAKETGLISD-----VFLNSTIVEIKAANT--HG
TfdC pEST4011    : ----------------------------------MKNPRVHEIATAMIDAVRKVLIDHQVTEAEYRAGVMYMMKVAEAKETGLISD-----VFLNSTIVEIKAANT--HG
TcbC pP51     : -----------------------------------MNERVKQVASALVDAIQKTLTEQRVTEEEWRAGVGYMMKLAEAKEVAVLLD-----AFFNHTIVDLKAQAT--RG
TetC P.chloror. RW71 : -----------------------------------MNERVKQVASALVDAIQKTLTEQRVTEEEWRAGVGYMMKLAEAKEMALLLD-----VFFNHTIVDLKAQAT--RG
CbnA R.eutropha NH9 : -----------------------------------MNERVKQVASALVDAIQKTLTEQRVTEEEWRAGVGYMMKLAEAKEMALLLD-----VFFNHTIVDLKAQAT--RG
ClcA pAC27    : -----------------------------------MDKRVAEVAGAIVEAVRKILLDKRVTEAEYRAGVDYLTEVAQTRETALLLD-----VFLNSTIIEGKAQRS--RT
ClcA P.aeruginosa JB2 : -----------------------------------MDKRVAEVAGAIVEAVRKILLDKRVTEAEYRAGVDYLTEVAQTRETALLLD-----VFLNSTIIEGKAQRS--RT
ClcA Rh.opacus 1CP : ----------------------------------MANTRVIELFDEFTDLIRDFIVRHEITTPEYETIMQYMISVGEAGEWPLWLD-----AFFETTVDSVSYGKG--NW
ClcA2 Rh.opacus 1CP : ----------------------------------MSTDRTGNIVGKMIAAINAVIKDEKVSYSEYKASTGWLISVGEQNEWPLFLD-----VFFEHAIESVAAESN--RG
CatA Rh.opacus 1CP : MTTTES----PTAAGSGSAATDKFKAER--ATADTSPERLAAIAKDALGALNDVILKHGVTYPEYRVFKQWLIDVGEGGEWPLFLD-----VFIEHSVEEVLARSR--KG
CatA R.erythr. AN-13 : MTDIDTA--VATAHASGNAATDKFKTAR--VSCDTSPERAAAIYRDVLSALGEVIHRHEVTYDEYRVLKQWMIDVGEYGEWPLWLD-----VFVEHQVEDVNYSRNGLAG
CatA R.rhodochrous : MTTTEN----PTAHASGNAATDKFKSER--VSSDTSVERAAAIYKDVLGAFAEIIHKHQVTYDEYRVLKQWMIDVGEYGEWPLWLD-----VFVEHEIEEVHYNRKHFSG
CatA Arthrob.sp. MA3 : -MSTETE---ATAAASGAGATARFRETKHVAAG-TSKERVSALAGRVIKAINDTVLEEKVTYDEYNALKAWLISVGETGEWPLFLD-----VWVEHSVEEVANENR--HG
CatA S.setonii  : MTATHHA---PAAAESGASATARFKSDKFAAVADTPKERVSLLAREVLSAVHETIRKHKVTYDEYNALKAWLIQVGEDGEWPLFLD-----VWVEHVVEEVATSHR--KG
CatA Acinetob.sp. ADP1 : --------MEVKIFNTQDVQDFLRVASGLEQEGGN--PRVKQIIHRVLSDLYKAIEDLNITSDEYWAGVAYLNQLGANQEAGLLSPGLGFDHYLDMRMDAEDAALGIENA
PheB Pseu.sp. EST1001 : --------MTVKIYDTPEVQDFLKIVAGLDQEGGN--DRGKQIIHRILSDLYRTIDDFDITAEQYWSAVSLLNALGQASQFGLLSPGLGFDHYMDMRMDAADAEAKRTGG
CatA P.putida PRS2000 : --------MTVKISHTADIQAFFNKVAGLDHAEGN--PRFKQIILRVLQDTARLVEDLEITEDEFWHAIDYLNRLGGRNEAGLLAAGLGIEHFLDLLQDAKDAEAGLGGG
CatA R.eutropha 335 : -------------MTHSEIDALVHSFIVATGTQGTPDPRVQQVVVRLTADLFKAIEDLDLSASDVWKGIEYFAEAGATQELGLLAAGLGLERFLDVRADEAEARAGLTGG
CatA2 A.lwoffii K24 : -------------MNKQAIDALLQKINDSAINEGN--PRTKQIVNRIVRDLFYTIEDLDVQPDEFWTALNYLGDAGRSGELGLLAAGLGFEHFLDLRMDEAEAKAGVEGG
CatA1 A.lwoffii K24 : --------MSIKVFGTKEVQDLLKAATNLEGKGGN--ARSKQIVHRLLSDLFKAIDDLDITPDEVWAGVNYLNKLGQDGEATLLAAGSGLEKYLDIRLDAADKAEGIEGG
                                                                                                                 
                   120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
TfdC Sph.sp. TFD44 : STSTLEGPYFLDDAPFVE--GALKTYED-DRHEP-LLLRGRVLDLAGAPVADAIIDVWHSTPDGHYG---GFHNNIP-RDFYRGKLRTDAAGGYEVRTTVPVAYKIPDQG
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : TEGTIEGPYYLPNAPVIPNGGEIHTYDD-DRNVP-MLVRGTVKDLQGKPIAGATVDIWHSTPDGYYG---GIHNDIP-ANYYRGKVLTDSEGRYFVRSTVPVPYKIPDQG
TfdC Brad.-ähnl. UO : SAQAIEGPYFIEEVPWVE--GALKIAPE-DKGEP-LIVRGNVKAPDGAPVIDATVFVWHSTPDGAYA---GIHKGIP-AEFYRGRLKTGADGKFEIATTLPVPYTIPDKG
TfdC pJP4   : STPAIEGPYYRDDAPLVD--DRLKTYDT-DDHKP-LLIQGTVKAVDGSVVEDVTIDVWHSTPDGKYS---GFHDDIP-TDFYRGKLRVGTDGSFRVRTTMPVPYQIPDQG
TfdC Burkh.sp. NK8 : STPAIEGPYYREDAPFVV--DRLKTYDT-DAHKP-LLIKGTVKAVDGSVVEGVTIDVWHSTPDGKYS---GFHDGIP-TDFYRGKLRVGRDGQFSVQTTMPVAYQIPNDG
TfdCII pJP 4 : SAPAIQGPYFKEEAPFVD--GKLKTYDS-DDHKP-LLLHGSVKDEAGRVVTDAVIDIWHSTPDGRYSGFGGYHGDMP-VDYYRGKVRTDAQGRWRVQTTLPAPYQIPNKG
TfdC B.cepacia 2A   : SAPAIQGPYFKEDAPFVD--GKLKTYDS-DDHKP-LLLHGTVKDEAGGVVSDAVIDIWHSTPDGRYSGFGGYHGDMP-VEYYRGKIRTDSQGRWRVQTTLPAPYQIPNKG
TfdC V.paradoxus TV1 : SAPAIQGPYFKEDAPFVD--GKLKTYDS-DDHKP-LLLHGTVKDEAGGVVSDAVIDIWHSTPDGRYSGFGGYHGDMP-VEYYRGKNRTDSQGRWRVQTTLPAPYQIPNKG
TfdC pEST4011    : SAPAIQGPYFKEDAPFVD--GKLKTYDS-DDHKP-LLLHGTVKDEAGGVVSDAVIDIWHSTPDGRYSGFGGYHGDMP-VEYYRGKIRTDSQGRWRVQTTLPAPYQIPNKG
TcbC pP51       : SRPAMQGPYFLEGAPVVA--GALKTYED-DSHHP-LVIRGAVRTDDGAPAAGAVIDVWHSTPDGKYS---GIHDQIP-TDMYRGKVVADAQGKYAVRTTMPAPYQIPNKG
TetC P.chloror. RW71 : STPAVQGPYFLEGAPVVA--GALKTYED-DSHHP-LVIRGAVRTDDGAPAAGAVIDVWHSTPDGKYS---GFHDQIP-TDLYRGKVVADAQGKYAVRTTMPAPYQIPNKG
CbnA R.eutropha NH9 : STPAIQGPYFLEGAPVVA--GALKTYED-DSHHP-LVIRGAVRTDDGAPAAGAVIDVWHSTPDGKYS---GFHDQIP-TDLYRGKVVADAQGKYAVRTTMPAPYQIPNKG
ClcA pAC27      : SAPAIQGPYFLEGAPVVE--GVLKTYDT-DDHKP-LIIRGTVRSDTGELLAGAVIDVWHSTPDGLYS---GIHDNIP-VDYYRGKLVTDSQGNYRVRTTMPVPYQIPYEG
ClcA P.aeruginosa JB2 : SAPAIQGPYFLEGAPVVE--GVLKTYDT-DDHKP-LIIRGTVRSDTGELLAGAVIDVWHSTPDGLYS---GIHDNIP-VDYYRGKLVTDSQGNYRVRTTMPVPYQIPYEG
ClcA Rh.opacus 1CP : TSSAIQGPFFKEGAPLLTGKPATLPMRA-DEPGDRMRFTGSVRDTSGTPITGAVIDVWHSTNDGNYS---FFSPALPDQYLLRGRVVPAEDGSIEFHSIRPVPYEIPKAG
ClcA2 Rh.opacus 1CP : SQSSIQGPYFIPGAPELS-IPYTMPMRD-DESGDTLIFRGEVVDQEGAPLADVLLDMWQADAAGEYS---FINPTLP-DYLFRGKIRTDENGRFTLRTIVPAPYEIPKNG
CatA Rh.opacus 1CP : TMGSIEGPYYIENSPELP-SKCTLPMREEDEKITPLVFSGQVTDLDGNGLAGAKVELWHADNDGYYS---QFAPHLP-EWNLRGTIIADEEGRYEITTIQPAPYQIPTDG
CatA R.erythrop. AN-13 : TKGSIEGPYYVPDAPQLP-AVCTMPMREQDRRSTPLVFSGQVTDLDGNGLGGATVELWHADEDGFYS---QFAPNIP-EWNLRATIVCDDEGRYEITTIQPAPYQIPHDG
CatA R.rhodochrous : TKGSIEGPYYVPDSPKLP-AKCTMPMREQDKAAEALIFKGQVTDLEGKGLQGATVELWHADKEGYYS---QFAPGIP-EWNLRGTIECDDEGNFEITTLKPAPYKIPADG
CatA Arthrob. sp. MA3 : SKGTIEGPYYIPNAPTQN-TPATLPMRD-DEPGTPLLFQGQVRNLAGEPLAGAKIELWHADDLGFYS---QFAPGLP-EWNLRGSIIADDQGNFQINTMQPAPYQIPTDG
CatA S.setonii  : NKGTIEGPYYVPGAPEQG-SRRSVPMRE-GEGGT-RCVDGPLTSVDGTPLKDAKVELWHADADSLYT---QFAPGIP-EWNLHSTFSVEEDGSFEIHTVRPEPYQIPTDG
CatA Acinetob.sp. ADP1 : TPRTIEGPLYVAGAPESVGYARMDDGS--DPNGHTLILHGTIFDADGKPLPNAKVEIWHANTKGFYS--HFDPTGEQQAFNMRRSIITDENGQYRVRTILPAGYGCPPEG
PheB Pseu.sp.EST1001 : TPRTIEGPLYVAGAPEAEGFARMDDDP--DTDGETMWLHGQVRDTAGKPIPGAKVEIWHCNSKGGYS--FFDKS--QTPYNLRRTIIADNEGYYRARSVIPSGYGVPEGA
CatA P.putida PRS2000 : TPRTIEGPLYVAGAPLVQGERRMDDGT---DPGVVMFLKGQVFDAEGKPLAGATVDLWHANTQGTYS--YFDST--QSEYNLRRRIITDAEGRYRARSIVPSGYGCDPQG
CatA R.eutropha 335 : TPRTIEGPLYVAGAPESTGFARLDDGSD-DGKGEVLFMQGTVYGADGKPLPGARVEVWHANLMGNYS--FFDKT--QSHFNLRRTIVTDANGRYQFRSNVPNGYGCPPQG
CatA2 A.lwoffii K24  : TPRTIEGPLYVAGAPVSDGHARLDDGTD-PGQ--TLVMRGRVFGEDGKPLANALVEVWHANHLGNYS--YFDKS--QPAFNLRRSIRTDAEGKYSFRSVVPVGYSVPPQG
CatA1 A.lwoffii K24 : TPRTIEGPLYVAGATVHDGVSKIDINP--DEDAGPLVIHGTVTGPDGKPVAGAVVECWHANSKGFYS--HFDPTGAQSDFNLRGAVKTGADGKYEFRTLMPVGYGCPPQG
                                                                                                                 
                               *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *
TfdC Sph.sp. TFD44 : PVGALLEA-MGRHSWRPAHVHYKVRAPGFHTLTTQAYFEG-GEYVDSDCCE-GVHSELIH-------------ADVRESGIKVIETDFELAPALAHAAAAA---------
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : PTGALLEM-MGGHSWRPAHVHFKVRADGYHTLTTQSYFEQ-GDYVNDDCCN-GVRPVQIK-------------PDVLENGEKVIENDFQLAPDVIAARAA----------
TfdC Brad.-ähnl. UO : PVGALITM-MGHHTWRPAHVHFKVRKDGFREFTTQAYFEG-GKYVDDDVAG-GIVDALIF-------------PIQQEGKNKVLNVDFVLDPKKSS--------------
TfdC pJP4          : PTGALLET-MGGHSWRPAHVHFKVKAPGYETLTTQYYFEG-GDWITDDCCN-GVQSSLIT-------------PDIVEEGVRLMNINFVIEPARAQAGANP---------
TfdC Burkh.sp. NK8 : PTGALLET-MGGHSWRPAHVHFKVKAPGFETLTTQYYFEG-GDWVGDDCCN-GVEPSLIS-------------PEKVEEGARVMNIDFVIERALEHSGANT---------
TfdCII pJP4        : PTGALLTM-MGSHTWRPAHVHFKVRKDGFEALTTQYYFEG-GEWVDSDCCN-GVKPELVM-------------PAAMEQGMQAMALDFVIEKSRA---------------
TfdC B.cepacia 2A : PTGALLTM-MGSHTWRPAHVHFKIRKDGFEPLTTQYYFEG-GEWVDSDCCN-GVQPELVM-------------PAAIEQNMQVMVLDFVIEKPCA---------------
TfdC V.paradoxus TV1 : PTGALLTM-MGSHTWRPAHVHFKIRKDGFEPLTTQYYFEG-GEWVDSDCCN-GVQPELVM-------------PAAIEQNMQVMVLDFVIEKPRA---------------
TfdC pEST4011    : PTGALLTM-MGSHTWRPAHVHFKIRKDGFEPLTTQYYFEG-GEWVDSDCCN-GVQPELVM-------------PAAIEQNMQVMVLDFVIEKPRA---------------
TcbC pP51       : PTGVLLEM-MGSHTWRPAHVHFKVRKDGFAPLTTQYYFEG-GDWVDSDCCK-GVAPDLVM-------------PTKTEGGAQVMDIDFVIERAREHV-------------
TetC P.chloror. RW71 : PTGVLLEM-MGSHTWRPAHVHFKVRKDGFVPLTTQYYFEG-GDWVDSDCCK-GVAPDLVV-------------PAKTEGGAQVMAIDFVIERPREHA-------------
CbnA R.eutropha NH9 : PTGVLLEM-MGSHTWRPAHVHFKVRKDGFVPLTTQYYFEG-GDWVDSDCCK-GVAPDLVM-------------PAKTEGGAQVMAIDFVIERPREHA-------------
ClcA pAC27    : PTGRLLGH-LGSHTWRPAHVHFKVRKDGFEPLTTQYYFEG-GKWVDDDCCH-GVTPDLIT-------------PETIEDGVRVMTLDFVIEREQAEQRKSATETVA----
ClcA P.aeruginosa JB2 : PTGRLLGH-LGSHTWRPAHVHFKVRKDGFEPLTTQYYFEG-GKWVDDDCCH-GVTPDLIT-------------PETIEDGVRVMTLDFVIEREQAEQRKSATETVA----
ClcA Rh.opacus 1CP  : PTGQLMNSYLGRHSWRPAHIHIRITADGYRPLITQLYFEG-DPYLDSDSCS-AVKSELVLP---------VNKIDIDGETWQLVDFNFILQHN-----------------
ClcA2 Rh.opacus 1CP : PTGALLAA-AGWHAWRPAHLHWIIAKEGYESLTTQLYFEN-GQWTGSDVAN-AVKPELLLS---------LDKIEAQSGPHFETSYKFTLGKV-----------------
CatA Rh.opacus 1CP : PTGQFIEA-QNGHPWRPAHLHLIVSAPGKESVTTQLYFKG-GEWIDSDVAS-ATKPELIL-----------DPKTGDDGK-NYVTYNFVLDPA-----------------
CatA R.erythrop. AN-13 : PTGWFIES-HGGHPWRPAHLHLMVKAPGRLPITTQLYFRG-GDWVETDVAT-AVKPELVL-----------DPVRGADGV-NRVAYDFALDPTP----------------
CatA R.rhodochrous : PTGWFIDS-YGGHPWRPAHLHLMVKAPGKRAITTQLYFQG-GEWVEDDVAT-ATKPELIL-----------DPQPNADGV-DEVTYNFALDPEA----------------
CatA Arthrob. sp. MA3 : ACGALIAA-AGWHAWRPAHLHLKVSAPGHQLITTQLYFEG-DEHVADDIAS-AVKPELVL-----------APTDRADGHGREVTYHFVLDPQD----------------
CatA S.setonii    : ACGKLIAA-AGWHAWRPAHLHVKVSAPGHELLTAQLYFPG-DEHNDDDIAS-AVKPELVL-----------DPKP-SDG-GETVTYDFVLDPA-----------------
CatA Acinetob.sp. ADP1 : PTQQLLNQ-LGRHGNRPAHIHYFVSADGHRKLTTQINVAG-DPYTYDDFAY-ATREGLVVDAVEHTDPEAIKANDVEG-PFAEMVFDLKLTRLVDGVDNQVVDRPRLAV-
PheB Pseu.sp. EST1001 : PTDQVLKL-LGRHGERPAHIHYFISAPGHQHLTTQINLAG-DPYTYDDFAF-ATRQDLAAEGKRVENHPAAQQYGVEG-TVTEVIFNIELS---PTAEEELQARP-----
CatA P.putida PRS2000 : PTQECLDL-LGRHGQRPAHVHFFISAPGHRHLTTQINFEG-DKYLWDDFAY-ATRDGLIGELRFVEDAAAARDRGVQGARFAQLAFDFHLQGATAVEAEARSHRPRALQE
CatA R.eutropha 335 : TTQRLLDQ-LARHGRRPAHIHFFVSADGHRKLTTQIQHRRRTNTCWDNFAFRPAREGLVPAVTRVTEAAALDKHGVDK-PLASIDFDFRLLPEQAGAPAAEVERQRAAA-
CatA2 A.lwoffii K24 : QTQLLLDQ-LGRHGHRPAHIHFFVSAPGFRKLTTQINIDG-DPYLWDDFAF-ATRDGLVP-AVRQAEVRKAN------------RTAWTVSSR-----------------





Abb. 13: Legende s. nächste Seite.
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3.1.3.3 Sequenzanalyse der klonierten Dioxygenase-Fragmente
Für die Dioxygenase-Fragmente ergab sich im Hinblick auf die Diversität ein ähnliches Bild wie
für die Cycloisomerase-Fragmente.
Die mit den cldioxmt-Primern erzielten Fragmente aus den JS-Stämmen waren auch hier wieder
nahezu identisch (99-100 % identische Nukleotide) mit der entsprechenden Sequenz von clcA
von pAC27. Ebenfalls zu dieser Gruppe gehört das mit dem Primerpaar fw-diox-gram(-)/rev-
diox-gram(-) erhaltene Fragment aus Pseudomonas sp. CB12 mit 100 % identischen
Nukleotiden mit clcA pAC27.
Die Sequenz des mit dem Primerpaar fw-cldioxmt/rev-cldioxmt erhaltenen Fragments aus
D. acidovorans CA28 war zu 100 % identisch mit tcbC von pP51.
Das mit dem Primerpaar fw-diox-gram(-)/rev-diox-gram(-) amplifizierte Fragment von Plasmid
pEMT3 war nahezu identisch mit tfdCII von pJP4 (99 % identische Nukleotide). Dies deckt sich
mit den Ergebnissen aus den PCR-Experimenten mit den Cycloisomerase-Primern. Hier ließ
sich ein Fragment nur mit den CMC-alpha-Primern erzielen, die extra für den Nachweis des
Gens tfdDII entwickelt worden waren. Beides lässt vermuten, dass das Cycloisomerase-
Fragment eine hohe Ähnlichkeit zu tfdDII aus R. eutropha JMP134 aufweist.
Die sequenzierten Fragmente der Sphingomonaden wiesen auch hier deutliche Unterschiede
zu den Genen der β- und γ-Proteobakterien auf. Die höchste Ähnlichkeit lag hier bei ca. 69 %
identischen Positionen auf Proteinebene mit TfdC von pJP4. Dies stimmt mit den Ergebnissen
Abb. 13: Lage der Primer zum Nachweis der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase Gene im Proteinalignment
von Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen (TfdC, TcbC, TetC, CbnA, ClcA) und Catechol-1,2-Dioxygenasen
(CatA, PheB, IsoA, IsoB). Die Sequenzmotive, die zum Primerdesign genutzt wurden sind farbig hervor-
gehoben: grün, Sequenzen für fw-diox-gram(-) bzw. rev-diox-gram(-); blau, Sequenzen für rev-diox-alpha;
rosa, Sequenzen für fw-diox-rhod bzw. rev-diox-rhod; gelb, Sequenzen für rev-diox-gram(+/-). Referen-
zen und GenBank Accession No.: TfdC Bradyrhizobium-ähnlicher Stamm UO (Gröning, pers. Mitteilung);
TfdC pJP4, M35097 (Perkins et al., 1990); TfdC Burkholderia sp. NK8, AB050198 (Liu et al., 2001);
TfdCII pJP4, U16782 (Leveau & van der Meer, 1996); TfdC B. cepacia 2A (pIJB1), AF029344 (Poh et al.,
2002); TfdC V. paradoxus TV1 (pTV1), AB028643 (Vallaeys et al., unveröffentlicht); TfdC pEST4011,
AY540995 (Vedler et al., 2000b); TcbC pP51, M57629 (van der Meer et al., 1991a; van der Meer et al.,
1991b); TetC P. chlororaphis RW71, AJ271325 (Potrawfke et al., 2001); CbnA R. eutropha NH9
(pENH91), AB019032 (Ogawa & Miyashita, 1999a); ClcA pAC27, M16964 (Frantz & Chakrabarty, 1987);
ClcA P. aeruginosa JB2, AF087482 (Hickey et al., 2001); ClcA R. opacus 1CP, AF003948 (Eulberg et al.,
1998); ClcA2 R. opacus 1CP, AJ439407 (Moiseeva et al., 2002); CatA R. opacus 1CP, X99622 (Eulberg
et al., 1997); CatA R. erythropolis AN-13, D83237 (Murakami et al., 1997); CatA R. rhodochrous NCIMB
13259, AF043741 (Strachan et al., 1998); CatA Arthrobacter sp. MA3, AJ000187 (Eck & Belter, 1993);
CatA S. setonii, AF435013 (Park & Kim, 2003); CatA Acinetobacter sp. ADP1, AF009224 (Neidle et al.,
1988); PheB Pseudomonas sp. EST1001, P31019 (Kivisaar et al., 1991); CatA P. putida PRS2000,
U12557 (Houghton et al., 1995); CatA R. eutropha 335, AF042281 (Hinner, 1998); CatA2 A. lwoffii K24,
U77659 (Kim et al., 1997); CatA1 A. lwoffii K24, U77658 (Kim et al., 1997).
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von Leander et al. (1998) überein. Allerdings wiesen die Sequenzen von Sphingomonas sp.
TFD44 und Sphingomonas sp. EML146 in etwa 10 Positionen Unterschiede zu den von
Leander et al. (1998) in GenBank veröffentlichten Sequenzen auf (Abschnitt 6.1 und 6.2).
Interessant bei den Gram-negativen Bakterien ist die Sequenz von Burkholderia sp. 3CB-1. Bei
diesem Stamm konnte nur mit dem Reversprimer rev-diox-gram(+/-) ein Fragment amplifiziert
werden. Dieses Fragment weist zudem deutliche Unterschiede zu den bekannten Sequenzen
der Gram-negativen Bakterien auf. Im Sequenz-Vergleich ergab sich eine höchste Ähnlichkeit
von nur 57 % identischen Positionen mit ClcA von pAC27 (Abb. 14). Ob es sich dabei um ein
Fragment einer funktionalen Chlorcatechol-Dioxygenase handelt, müsste allerdings noch
überprüft werden.
                       
                       
           *         *         *         *         *
3CB-1 gram(-)/gram(+/-) : RKGFYSGFSANFPVDLYRGKKIIGSTGAYSVRTTMPAPYMIPHDGPSGELLGFMGRHP
ClcA pAC27 : PDGLYSGIHDNIPVDYYRGKLVTDSQGNYRVRTTMPVPYQIPYEGPTGRLLGHLGSHT
CbnA pENH91 : PDGKYSGFHDQIPTDLYRGKVVADAQGKYAVRTTMPAPYQIPNKGPTGVLLEMMGSHT
TcbC pP51 : PDGKYSGIHDQIPTDMYRGKVVADAQGKYAVRTTMPAPYQIPNKGPTGVLLEMMGSHT
TfdC pJP4 : PDGKYSGFHDDIPTDFYRGKLRVGTDGSFRVRTTMPVPYQIPDQGPTGALLETMGGHS
                                                             
Abb. 14: Alignment der abgeleiteten Proteinsequenz des mit dem Primerpaar fw-diox-gram(-)/rev-diox-
gram(+/-) erhaltenen PCR-Fragments aus Burkholderia sp. 3CB-1 mit entsprechenden Sequenzab-
schnitten bekannter Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen. Die Primersequenzen wurden für das Alignment
nicht berücksichtigt. Positionen, die in allen Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Für Referen-
zen und GenBank Accession No. der publizierten Sequenzen s. Legende zu Abb. 13.
Bei den Gram-positiven Bakterien konnten mit verschiedenen Reversprimer in Kombination mit
den Vorwärtsprimern fw-diox-rhod oder fw-diox-hgc Fragmente der richtigen Größe amplifiziert
werden. Die sequenzierten Fragmente der drei UFZ-Stämme waren identisch mit clcA2 aus
R. opacus 1CP. Der Testverdau mit SacII hatte jedoch gezeigt, dass in den vier untersuchten
Rhodococcus-Stämmen auch noch Fragmente eines oder mehrerer anderer Gene amplifiziert
wurden. So wurde mit der Primerkombination fw-diox-rhod/rev-diox gram(-) ein Fragment aus
R. opacus 1CP amplifiziert, das keiner der bekannten Dioxygenasen aus diesem Stamm
entspricht. Auf Proteinebene ist diese Sequenz nur zu 47,5 % identisch mit ClcA2 und 46,6 %
mit CatA aus R. opacus 1CP (Abb. 15).
Das mit den Primern fw-diox-gram(-)/rev-diox-sphingom erhaltene Fragment aus Rhodococcus
sp. UFZ-B518 zeigte keine signifikante Ähnlichkeit zu bekannten Enzymen, war also ein falsch
positives Fragment.
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           *         *         *         *         *         *
1CP rhod/gram(-) : P-GTPLMLTGRVTTTDGSPIAYANLDMWQTDDSGHYSGFTPGTPA-GNLRGVVIADDQGC
ClcA R.opacus 1CP : P-GDRMRFTGSVRDTSGTPITGAVIDVWHSTNDGNYSFFSPALPDQYLLRGRVVPAEDGS
ClcA2 R.opacus 1CP : S-GDTLIFRGEVVDQEGAPLADVLLDMWQADAAGEYSFINPTLPD-YLFRGKIRTDENGR
CatA R.opacus 1CP : EKITPLVFSGQVTDLDGNGLAGAKVELWHADNDGYYSQFAPHLPE-WNLRGTIIADEEGR
                                                               
                   
           *         *         *         *
1CP rhod/gram(-) : FEVETILPSPYRIPEDGAVGALFTKA-KWNPWRPATLHTTVTKLGYFP
ClcA R.opacus 1CP : IEFHSIRPVPYEIPKAGPTGQLMNSYLGRHSWRPAHIHIRITADGYRP
ClcA2 R.opacus 1CP : FTLRTIVPAPYEIPKNGPTGALLAAA-GWHAWRPAHLHWIIAKEGYES
CatA R.opacus 1CP : YEITTIQPAPYQIPTDGPTGQFIEAQ-NGHPWRPAHLHLIVSAPGKES
                   
Abb. 15: Alignment des mit dem Primerpaar fw-diox-rhod/rev-diox-gram(-) erhaltenen PCR-Fragments
aus R. opacus 1CP mit den Sequenzen der bekannten Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen und der
Catechol-1,2-Dioxygenase aus diesem Stamm. Die Primersequenzen wurden für das Alignment nicht
berücksichtigt. Positionen, die in allen Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Für Referenzen
und GenBank Accession No. der publizierten Sequenzen s. Legende zu Abb. 13.
3.2 Charakterisierung von Genen des Chlorcatechol-Abbaus in Sphingo-
monaden
Da die PCR-Produkte der Sphingomonaden eine geringere Ähnlichkeit zu den Sequenzen der
β- und γ-Proteobakterien aufweisen als diese untereinander, sollten die zugehörigen Gene
kloniert und sequenziert werden.
3.2.1 Charakterisierung der Gene in Sphingomonas sp. TFD44
3.2.1.1 Klonierung der Gene aus Sphingomonas sp. TFD44
Das klonierte PCR-Fragment (Primerpaar fw-cldioxmt/rev-cldioxmt) der Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase aus Stamm TFD44 wurde mit DIG markiert und als Sonde (TFD44/Diox) in einer
Southern-Hybridisierung mit genomischer DNA aus diesem Stamm eingesetzt (Abb. 16).
Entsprechend der gekennzeichneten Bande in der Bahn der EcoRV-Fragmente in Abb. 16
wurden aus einem zweiten Gel ca. 2 kb große EcoRV-Fragmente genomischer DNA von
Stamm TFD44 ausgeschnitten und in pBluescriptIISK+ ligiert. Es wurde eine angereicherte
Genbank in E. coli DH5α angelegt und mit der TFD44/Diox-Sonde gescreent. Es konnten zwei
positive Klone (Kolonie 100 und Kolonie 144) identifiziert werden. Durch Sequenzierung der
Enden konnte festgestellt werden, dass die Sequenzen der beiden klonierten Fragmente
identisch sind. Das Plasmid aus Klon 100 wurde pSPH1 genannt und zur vollständigen
Sequenzierung subkloniert. Ein Datenbankvergleich der ermittelten Sequenz mit dem
Programm BLASTX (Altschul et al., 1997) ergab, dass auf diesem Plasmid das Gen der
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Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase fast vollständig vorliegt. Lediglich der N-Terminus fehlt.
Desweiteren konnte ein Abschnitt mit Sequenzähnlichkeiten zu Genen von Dienlacton-
Hydrolasen festgestellt werden und teilweise ein Abschnitt, der Ähnlichkeit zur Sequenz einer
Oxygenase-Untereinheit einer Phthalat-Dioxygenase aufweist.
Um die Sequenz der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase vollständig zu erhalten und um fest-
zustellen, ob auch die restlichen Enzyme des Chlorcatechol-Abbauweges in unmittelbarer
Nachbarschaft vorhanden sind, wurden PstI-Fragmente entsprechend dem Signal bei ca. 4 kb
auf dem Southern-Blot in Abb. 16 kloniert. Es konnte ein positiver Klon identifiziert werden,
dessen Plasmid pSPH2 genannt wurde. Auf diesem Fragment konnten neben dem Gen für die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase auch noch ein Abschnitt mit Ähnlichkeit zu Maleylacetat-
Reduktasen, einer mit Ähnlichkeit zu LysR-Regulatoren und einer mit Ähnlichkeit zu
Chlormuconat-Cycloisomerasen identifiziert werden.
Da von der mutmaßlichen Cycloisomerase-Sequenz der C-Terminus fehlte, wurde ein ent-
sprechendes PstI/EcoRI-Fragment von pSPH2 als Sonde markiert und in einer weiteren
Southern-Hybridisierung eingesetzt (Abb. 17 A). So konnte ein mit dem Insert von pSPH2
überlappendes, ca. 1,7 kb großes EcoRV-Fragment kloniert und analysiert werden.




































Abb. 16: Southern Hybridisierung genomischer DNA von Sphingomonas sp. TFD44 mit der Sonde
TFD44/Diox. Mit den angegebenen Restriktionsenzymen gespaltene DNA wurde in einem 1%igen
Agarose-Gel aufgetrennt und geblottet. Als Marker diente mit HindIII geschnittene Lambda-DNA. Die
Banden des Markers sind durch Punkte markiert. Die Banden, die den Inserts von pSPH1, pSPH2 und
pTFD1 entsprechen, sind hervorgehoben.
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zur einer Phthalat-Dioxygenase aufweist, wurde ein entsprechendes EcoRV/EcoRI-Fragment
von pSPH1 als Sonde markiert und ebenfalls in einer Southern-Hybridisierung eingesetzt (Abb.
17 B). Dadurch konnte ein etwa 4,1 kb großes, mit dem Insert von pSPH1 überlappendes
EcoRI-Fragment kloniert und letztlich sequenziert werden.
Auf dem Southern-Blot in Abb. 16 traten in den meisten Bahnen noch zusätzliche, schwächere
Hybridisierungssignale auf. Durch einen Vergleich mit Restriktionskarten von pSPH1 und
pSPH2 wurde vermutet, dass diese schwächeren Hybridisierungssignale auf das Vorhanden-
sein mindestens eines weiteren Chlorcatechol-Dioxygenase-Gens zurückzuführen sind, deren
Sequenz von der bereits gefundenen Sequenz abweicht. Um dies zu überprüfen, wurden
EcoRI-Fragmente entsprechend dem Hybridisierungssignal <4 kb auf dem Southern-Blot
kloniert. Dies lieferte einen positiven Klon, dessen Plasmid pTFD1 genannt wurde. Wie erwartet
befand sich auf dem klonierten, ca. 3,7 kb großen Fragment die Sequenz einer weiteren
mutmaßlichen Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase. Desweiteren konnten ORFs für eine weitere
mutmaßliche Dienlacton-Hydrolase und eine weitere Maleylacetat-Reduktase, sowie zwei
weitere ORFs identifiziert werden.
Da der N-Terminus der zweiten Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase nicht auf pTFD1 zu finden war,
wurde ein EcoRI/SalI Restriktionsfragment dieses Plasmids als Sonde in einer weiteren
Southern-Hybridisierung (Abb. 18) eingesetzt. Auf diese Weise konnte ein überlappendes ca.



































Abb. 17: Southern Hybridisierung genomischer DNA von Sphingomonas sp. TFD44 zum Auffinden eines
mit dem Insert von pSPH2 (A) und pSPH1 (B) überlappenden Fragments. A: Als Sonde diente ein mar-
kiertes PstI/EcoRI-Restriktionsfragment von pSPH2. Das als pSPH3 klonierte Fragment ist gekenn-
zeichnet. B: Als Sonde diente ein EcoRV/EcoRI-Restriktionsfragment von pSPH1. Das als pSPH4
klonierte Fragment ist hervorgehoben. Als Marker wurde markierte, mit HindIII geschnittene λ-DNA
verwendet.















Abb. 18: Southern-Hybridisierung zum Auffinden eines mit pTFD1 überlappenden Fragments. Als Sonde
wurde ein EcoRI/SalI Restriktionsfragment von pTFD1 verwendet. Als Marker diente λ/HindIII. Das Frag-
ment von pTFD2 ist umrandet.
3.2.1.2 Sequenzanalyse von pSPH1, pSPH2, pSPH3 und pSPH4
Die Sequenzierung der Inserts von pSPH1-4 ergab eine Sequenz von insgesamt 10.493 bp.
Innerhalb dieses Abschnitts konnten insgesamt acht ORFs identifiziert werden, von denen fünf
für mutmaßliche Enzyme des Chlorcatechol-Abbauweges codieren (Abb. 27 A).
Der erste ORF reicht von Position 875 bis 2053 (einschließlich Stopp-Codon). Er codiert für
eine Chlormuconat-Cycloisomerase und wurde deshalb analog zu anderen 2,4-D-Abbaugenen
tfdD genannt. Die Transkriptionsrichtung von tfdD ist der der anderen Gene im Cluster
entgegengesetzt (Abb. 27 A). Das abgeleitete Protein besitzt eine Länge von 398 Aminosäuren
(AS) und ein Molekulargewicht von 42652,84 Da. Die Ähnlichkeit zu anderen Chlormuconat-
Cycloisomerasen zeigt sich im Alignment in Abb. 19. Am höchsten Ähnlichkeit wies es mit
60,55 % identischen Positionen zu einer mutmaßlichen Chlormuconat-Cycloisomerase aus dem
Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO (Gröning, persönliche Mitteilung) auf, ebenfalls ein α-Pro-
teobakterium. Der Abstand zu den anderen bekannten Cycloisomerasen war dagegen schon
deutlich größer mit nur 43,5 % identischen Positionen mit TcbD aus Pseudomonas sp.
P51(pP51) (van der Meer et al., 1991a), 42 % mit TfdD aus Variovorax paradoxus TV1
(Vallaeys et al., unveröffentlicht) und 41 % mit ClcB des Plasmids pAC27 (Frantz &
Chakrabarty, 1987), sowie 41 % mit ClcB aus Rhodococcus opacus 1CP (Eulberg et al., 1998)
(die prozentualen Angaben beziehen sich auf das Alignment der genannten Proteine bezogen
auf die kürzere der verglichenen Sequenzen).
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           *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
TfdD Sph. sp. TFD44 : MTLVTELTPPAAS---APPFSDHPDHVIAAVTATIVDLPLRRPHFHATGTHATQSLVMVELVTSGGAVGWGEGGTPGGTAFWGGECVETIKLMIDHYLAPAVIGISVFD-
TfdD Bradyr.-ähnl. UO : MKTSSSASPAHPVNRYASVGADSKEYTIDRVETVIVDLPMRRQHFHASGTHAGQSLVIVTIGTKCGAVGVGEGGTPAGTAFWGGESVETIKLMIDRYLGPAIMGRNVFA-
TfdDII pJP4 : -MLTEKAIADSPN----GGDADRKAAQIEAIETVIVDLPLRRIQQFARLGAKHQSSVLIRLHTKGGIVGIGESITPCG-PWWSGDSVEAIQATINHYLAPLVVGEPALD-
TcbD pP51 : -------------------------MKIEAISTTIVDVPTRRPLQMSFTTVHKQSYVIVQVK-AGGLVGIGEGGSVGG-PTWGSESAETIKVIIDNYLAPLLVGKDASN-
TfdD V. paradoxus TV1: -------------------------MRIESITATIVDVPTRRPLQMSFTTVNKQSYVIVEIK-AEGLVGIGEGGSVGG-PTWSSESAETIKTIIDTYLTPHLIGKDASN-
ClcB pAC27 : -------------------------MKIEAIDVTLVDVPASRPIQMSFTTVQKQSYAIVQIR-AGGLVGIGEGSSVGG-PTWSSECAETIKVIIETYLAPLLIGKDATN-
TfdD pJP4 : -------------------------MKIDAIEAVIVDVPTKRPIQMSITTVHQQSYVIVRVY-SEGLVGVGEGGSVGG-PVWSAECAETIKIIVERYLAPHLLGTDAFN-
ClcB2 Rh. opacus 1CP : --------------------MT---TTITEMSATIVDLPSRRPHKFAATTMHHQSIVLVRVRDSDGGEGIGEAVTPGG-PWWGGESVETIKTIIDQYLAPVIIGRDPST-
ClcB Rh. opacus 1CP : --------------------MP--NLTVSGVRTTIVDLPILRPHRFANHSIDAQTYLLVEVVTDAGFVGLGEGVSPGG-PWWGGESIEGQKQIIDCYLAPALIGSDVED-
CatB Rh. opacus 1CP : --------------------MT--DLSIVSVETTILDVPLVRPHKFATTSMTAQPLLLVAVTTAGGVTGYGEGVVPGG-PWWGGESVETMQAIVERYIVPVLLGRGVDE-
CatB Rh. erythropolis : --------------------MSDPDLAIVSIETTILDVPLVRPHKFATTTSEAQPILLVAVATAGGVTGYGEGVVPGG-PWWGGESVETMKVLIDRHIAPTLIGRGVDE-
CatB Acinet. sp. ADP1 : --------------------------MYKSVETILVDIPTIRPHKLSVTTMQTQTLVLIKIITEDGIVGWGEATTIGG-LNYGEESPESVKANIDTYFKPLLLSIKAPLN
CatB R.eutropha 335 : --------------MKVATQQS--ITAIESIEAILVDLPTIRPHQLAMATMQRQTLVIVRLRCADGIEGLGEATTIGG-LSYGDESPEGIKLTIDSYLAPALLGQDAAN-
CatB P.put. PRS2000 : --------------------MT--SALIERIDAIIVDLPTIRPHKLAMHTMQQQTLVVLRVRCSDGVEGIGEATTIGG-LAYGYESPEGIKANIDAHLAPALIGLAADN-
CatB1 A. lwoffii K24 : --------------------MS--SVTIERIETCLVDLPTIRPHKLSVATMYGQTLMLVKVYCTDGAVGIGEGTTIAG-MAYGPESPEAMKLAIDAYFAPALVGKDATR-
CatB2 A. lwoffii K24 : ------------------MIAT--PVKIESVETILVDVPTIRPHRLSVATMNCQTLVLVRIRCADGVVGVGEGTTIGG-LAYGEESPESIKVNIDTYFAPLLKGLDATR-
                           
                          
                
         120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
TfdD Sph. sp. TFD44 : QERILAAMDRIAANNHFAKAAIDIAVHDAAARLIGISVSQMFGGTARSTVPVLWALAAAAYEADVADAIEQIEAGRHSVFKIKIGKGDAASETRRALETATTIHDAHPDA
TfdD Bradyr.-ähnl. UO : YEALLTAMDRAASHNQFAKAAVDVALHDLVGRLLDIPVAVLYGGRIRESIPVLWALAAATFEADVEDARRQLEQRYHRFFKIKIGKGDPNAEAQRAIKTAEAIRNISNEA
TfdDII pJP4 : ASRIMAKLHGRVAGNAFAKAGIEMALLDAVGKIVDAPIHVLLGGRFRDRLSVAWPLATGDVNQEVDEAFRMLEAGKAGAFKLKMGALPLAQDLRRALAIAKELEG---KA
TcbD pP51 : LSQARVLMDRAVTGNLSAKAAIDIALHDLKARALNLSIADLIGGTMRTSIPIAWTLASGDTARDIDSALEMIETRRHNRFKVKLGARTPAQDLEHIRSIVKAVGD---RA
TfdD V. paradoxus TV1: LNVARILMDKAVTGNFSAKAAIDIALHDLKARALNLSVGDLIGGRTRDSIPIAWTLASGDTQRDIDSALEMIEARRHNRFKVKLGVRAPAEDLQHIRSIIKAVGN---LA
ClcB pAC27 : LRELQHLMERAVTGNYSAKAAIDVALHDLKARSLNLPLSDLIGGAIQQGIPIAWTLASGDTQRDIAIAEEMIERRRHNRFKIKLGVRSPADDLRHIEKIIERVGD---RA
TfdD pJP4 : VSGALQTMARAVTGNASAKAAVEMALLDLKARALGVSIAELLGGPLRSAIPIAWTLASGDTKRDLDSAVEMIERRRHNRFKVKLGFRSPQDDLIHMEALSNSLGS---KA
ClcB2 Rh. opacus 1CP : IGVASQSMDGLVFGNSVAKAAIETALWTSAERRSRIPVSDLLGGLRRKRIPITWAFSAGSASDLIDEAAQKLDVG-HRSFKFKMGAEPADTDSRRVLDVLECIPD---EC
ClcB Rh. opacus 1CP : LAGTRRQLDRIAFANLFAKAALETALLDAIGQAHNVALSTLLGGATRTELPLRWPLSGAGTGGTLEEAAERVAAG-YRRIKFKMGALAPREDIDRVGELVDKIGD---GV
CatB Rh. opacus 1CP : ITGIMPDIERVVANARFAKAAVDVALHDAWARSLGVPVHTLLGGAFRKSVDVTWALGAAPAEEIIEEALDLVESKRHFSFKLKMGALDPAVDTARVVQIAQALQG---KA
CatB Rh. erythropolis : ITGIMVDLERIVANARFAKAAVDVALHDAYARCLGVGVHTLLGGAFRTGVDVRWALGAAPVEEVLDEIAEKMDARLNFAFKLKMGALDPAVDTARVVRVAQALDG---RA
CatB Acinet. sp. ADP1 : VAQTLKLIRKSINGNRFAKCAIQTALLEIQAKRLNVPVSELLGGRIRDRLPVLWTLASGDTDKDIAEAKKMIELKRHNTFKLKIGSNPLQHDVDHVIAIKKALGP---EI
CatB R.eutropha 335 : VHGAMARLGKVARGNRFAKSALETALLDAQGKRLGVPLATLLGGAVRDTLPVLWTLASGDTARDIDEAERLLAERRHDTFKLKIGRRSVREDVAHVSAIKRALGE---RA
CatB P.put. PRS2000 : INAAMLKLDKLAKGNTFAKSGIESALLDAQGKRLGLPVSELLGGRVRDSLEEAWTLASGDTARDIAEARHMLEIRRHRVFKLKIGANPVEQDLKHVVTIKRELGD---SA
CatB1 A. lwoffii K24 : IQTLMAHLGKLVKINHFAKSALETALLDAHGKRLGVAVSELLGGRRRERLPVAWTLASGDTSRDIAEAEQMIEVRRHNVFKLKIGAKELKTDIKHVAEIKRVVGE---HA
CatB2 A. lwoffii K24 : PGAAMATLRGLFQGNRFARSAVETALFDAQAQRLGVPLSELFGGRIRDSVDVAWTLASGDTTRDIDEAERVFEAKRHRVFKLKIGSRALADDVAHVVAIQKALQG---RG
                
                                                                                  ↓ ↓
                                                                                                                  
                    
           *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *
TfdD Sph. sp. TFD44 : RFVVDLNQAWDESTAMRWLAAFQERDFLFVEQPVPAWNVEGMIRLASRFE-IPIMADEGLWDFHDAYELIRRGATDIYAVKIAKGGGLRRAFKAAAVAEAAGVPLYGGMA
TfdD Bradyr.-ähnl. UO : TFSVDLNQAWDEPTAATLLPRFQDAGFSLIEQPVPHWNVAAMSRLAARLD-VPILSDESLWDFHDVFDAXARRSTDVYAVKIAKGGGIRRAYKGAAVAEAAGLPLYGGMA
TfdDII pJP4 : SLRVDPNEAWDEPTTMRALAPLEAAGVEIIEQPVARWNLDAMARIHRQAR-SMLLIDEGVQSLHDASEVVKRAAAGLVSLKIMKTGGMRPARAMADIANAGGMHVYMGTF
TcbD pP51 : SVRVDVNQGWDEQTASIWIPRLEEAGVELVEQPVPRANFGALRRLTEQNG-VAILADESLSSLSSAFELARDHAVDAFSLKLCNMGGIANTLKVAAVAEAAGISSYGGTM
TfdD V. paradoxus TV1: TVRVDINQAWDEQTASIWIPRLEEAGVELVEQPVSRSDFRALRRLTEQNG-VAILADESLSSLSSAFELARDRAADVFSLKLCNMGGIANTLKVATLAEAAGISAYGGTM
ClcB pAC27 : AVRVDINQAWDENTASVWIPRLEAAGVELVEQPVARSNFDALRRLSADNG-VAILADESLSSLASAFELARHHCVDAFSLKLCNMGGVANTLKVAAIAEASGIASYGGTM
TfdD pJP4 : YLRVDVNQAWDEQVASVYIPELEALGVELIEQPVGRENTQALRRLSDNNR-VAIMADESLSTLASAFDLARDRSVDVFSLKLCNMGGVSATQKIAAVAEASGIASYGGTM
ClcB2 Rh. opacus 1CP : AVIVDPNGRWSELEAHRWLPILADAGVTVAEQPIARWNTDGLARLRDKLS-IPIMADESVTTVQQAIALADAGAVSAFAIKIPKSGGLSRAREIAAIAEASGLACFGAAT
ClcB Rh. opacus 1CP : DYLGDPNGTWDLRTATWAVRELEAIGLSAVEQPVERRDVRGLAELRSRADRIDIMADESVCVPADALEVVRERACDSVAVKPGKAGGLRAAALIAAILDTASIGPYGGTA
CatB Rh. opacus 1CP : GVRIDVNARWDRLTALKYVPRLVEGGVELIEQPTPGEQLEVLAELNRLVP-VPVMADESVQTPHDALEVARRGAADVIALKTTKCGGLQKSREVVAIAKAAGIACHGATS
CatB Rh. erythropolis : GVSIDVNARWDRLTALRWVPELVDGGVELVEQPTPGEQREVLAEIARRVS-APVMADESAHTPHDVLEIAKLGAADVIAVKTTKCGGLQRSKQVVAVAAAAGLRCHGATS
CatB Acinet. sp. ADP1 : SVRVDVNRAWSELECVKGIQQLQDGGIDLIEQPCAIENTDALARLTARFD-VAIMADEVLTGPDSAYRIAKKSGADVFAVKVEQSGGLIEACEVAKIARLAGISLYGGTM
CatB R.eutropha 335 : RVTVDVNQAWNEADAATGIAMLETAGIDLIEQPTPREQRAALARLAARFV-VPIMADEAVCGPEDAMELARIGGADVFALKIAKSGGIFGMLRTAAVGDAAGIALYGGTM
CatB P.put. PRS2000 : SVRVDVNQYWDESQAIRACQVLGDNGIDLIEQPISRINRGGQVRLNQRTP-APIMADESIESVEDAFSLAADGAASIFALKIAKNGGPRAVLRTAQIAEAAGIGLYGGTM
CatB1 A. lwoffii K24 : AVRVDVNMAWSETQAAWAIPALADAGCELVEQPVASA--AALARLMRRFP-VALMADEILQGPDNAFEIARVNGADVFAIKIEQSGGLFAAQRVAAIADAAGIELYGGTM
CatB2 A. lwoffii K24 : EVRVDVNQAWTESEAIWAGKRFADASVALIEQPIAAENRAGLKRLTDLAQ-VPIMADEALHGPADAFALASARAADVFAVKIAQSGGLSGAANVAAIALAANIDLYGGTM
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         340         *       360         *       380         *       400         *
TfdD Sph. sp. TFD44 : LESSVGTAAGLQLFSALPNLPFGCELIGPRLLAEDLTVQPIAYRDREVVVPSGVGMGVEIDRDRVRSFTRRNK--------
TfdD Bradyr.-ähnl. UO : LESSLGTAAGLQLFSALAQLPWGCELIGPRILAEDLTTEPTVYRDFEVIVPDGPGLGVTVDMDRVTHFTRA----------
TfdDII pJP4 : LETSIGTAANMQLAASIESLPTGAKSSGPC---------------------------------------------------
TcbD pP51 : LDSTVGTAAALHVYATLPSLPYGCELIGPWVLGDRLTQQDLEIKDFEVHLPLGSGLGVDLDHDKVRHYTRAA---------
TfdD V. paradoxus TV1: LDSTVGTAAALHVYSTIPSMPYGCELLGPWVLADRLTQQELQIKDFEIQVPSGIGLGVDLDHDKIRHYSRGG---------
ClcB pAC27 : LDSSIGTAAALHVYATLPTMPFGCELLGPWVLADTLTQTQLEIKDFEIRLPSGPGLGVDIDPDKLRHFTRAG---------
TfdD pJP4 : LDSTIGTSVALQLYSTVPSLPFGCELIGPFVLADTLSHEPLEIRDYELQVPTGVGHGMTLDEDKVRQYARVS---------
ClcB2 Rh. opacus 1CP : PESSVMGAISAQLYGTMPDLSVGCELFGPGLLIDEVVTEPLKYDRGELLIPTGPGSGVNLDEERLRKYSRD----------
ClcB Rh. opacus 1CP : LESPVGTAASAHLFATFPRLLHGCELVGPLLLADSVITEPLAYTDGILTVPTGPGLGVRLDHDKVDRYRRR----------
CatB Rh. opacus 1CP : IEGPIGTAASIHFACAEPGIDFGTELFGPLLFSEELLQEPIRYADGQVFLPEGPGLGVELNMDAVKTWTRN----------
CatB Rh. erythropolis : IEGPIGTAASVHFACAEPGIDYGTELFGPQLFAVELLQTPLDYSDGQVHLPPGPGLGVEIDMDVVKHVARD----------
CatB Acinet. sp. ADP1 : LEGAVGSIASAHAFSTFETLEFGTELFGPLLLTQSILKTPLQYENFELVVPNTPGLGIEVDEDKLEQLRRH----------
CatB R.eutropha 335 : LEGSIGTIAAAHGFATLPQLAWGTELFGPLLLKDDIVAERPVYRDFALHLPQGPGLGMALDEDKLAHYRRDRA--------
CatB P.put. PRS2000 : LEGSIGTLASAHAFLTLRQLTWGTELFGPLLLTEEIVNEPPQYRDFQLHIPRTPGLGLTLDEQRLARFARR----------
CatB1 A. lwoffii K24 : LEGAFSTVASAHLFASFANLQWGTELFGPLLITEEILTKPLDYSDYQLTVPDGPGLGIELDEEKVRRFTRDGLIKVTKA--
CatB2 A. lwoffii K24 : LEGAVGTIASAQLFSTFGELKWGTELFGPLLLTEEILTEPLRYENFVLHLPQGPGLGITLDWDKIDRLRRDTRKGASITMN
         
                          ↓
Abb. 19: Alignment von Chlormuconat-Cycloisomerasen (TfdD, TcbD, ClcB) und Muconat-Cycloisome-
rasen (CatA). Aminosäure-Reste, die an der Koordination des Mangans beteiligt sind, sind durch auf-
wärts gerichtete Pfeile, solche, die am Enzym-Mechanismus beteiligt sind durch abwärts gerichtete
Pfeile gekennzeichnet (Gerlt & Gassman, 1992; Helin et al., 1995; Hoier et al., 1994). Positionen, die in
mind. 80 % der Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Für Referenzen und GenBank
Accession No. der publizierten Sequenzen s. Legende zu Abb. 6.
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Der zweite ORF (Positionen 2233-3123) zeigte im Datenbankvergleich Ähnlichkeiten zu
Transkriptionsregulatoren des LysR-Typs. Er wurde tfdR genannt. Als Start-Codon kommt hier
nicht ATG sondern nur das seltenere TTG in Frage. Das resultierende Protein hat eine Länge
von 296 AS und ein Molekulargewicht von 32459,44 Da. Wie schon TfdD wies TfdR am
höchsten Ähnlichkeit zu dem entsprechenden Protein (TfdR) aus Stamm UO auf mit 50,5 %
identische Positionen (Gröning, pers. Mitteilung). Die Ähnlichkeit zu den LysR-Regulatoren
(Abb. 20) anderer Chlorcatechol-Gencluster lag wieder nur bei etwa 40 % identischen
Positionen (42,2 % zu TfdR von pEST4011 (Vedler et al., 2000b), 41,7 % zu TfdR von
R. eutropha JMP134 (pJP4) (Leveau & van der Meer, 1996), 41,2 % zu TcbR von pP51 (van
der Meer et al., 1991b)).
ORF3 (Positionen 3310-4389) codiert für eine mutmaßliche Maleylacetat-Reduktase und wurde
deshalb mit tfdF bezeichnet. Das abgeleitete Protein hat eine Länge von 359 AS und ein
Molekulargewicht von 38261,96 Da. Die Ähnlichkeit war auch hier wieder am größten zu dem
entsprechenden Enzym aus dem Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO mit 67 % identische
Positionen (Gröning, pers. Mitteilung). Es folgten TfdF von pEST4011 (Vedler et al., 2000b) mit
61 % und ClpF aus Defluvibacter lusatiensis S1 (Fritsche, 1998), einem weiteren α-Proteo-
bakterium, mit 60 % identischen Positionen ( Abb. 21).
                     
                     
           *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
TfdR Sph.sp. TFD44 : --------------MEFRQLRYFVAVAEEGNLTAAARKLHVSQPPITRQIKQLEDELGVELLVRSSKGVQVTEAGKLFLVEAKRLLDISHTAIEKSRAAQAGELGRLDIG
TfdR Sph.sp. EML146 : --------------MEFRQLRYFVAVAEEGNLTAAARKLHVSQPPITRQIKQLEDELGVELLVRSSKGVQVTEAGKLFLVEAKRLLDISHTAIEKSRAAQAGELGRLDIG
TfdR2 Sph.sp. EML146: MQGPRNTRSVWEKVLEFRQLRYFVAVAEEGNLTAAARKLHVSQPPITRQIKQLEDELGVELLVRSSKGVQVTEAGKLFLVEAKRLLDISHAAIDKSRAAQAGELGRLDIG
TfdR Bradyr.-ähnl. UO : --------------MDFRQLNYFIAVAEEGNLTAASRRLNISQPPLTRQIRQLEEKLGAKLFYRSSKGVQLTAAGSAFLADVHRLVHFAEVAADKCRAADRGEIGHLEVG
ClcR Rh. opacus 1CP : -----------MIPLDVRQLECFIAVAEERHVGHAAARLHMTQPPLTRRISRLEREIGAQLFVRTLTGVELTAAGLVLLDRAYRIVALAENTLERVRLADAGEAGALAVG
TfdR pJP4 : --------------MEFRQLRYFVAAAEEGNVGAAARRLHISQPPVTRQIHALEQHLGVLLFERSARGVQLTPAGAAFLEDARRMLELGRTSVDRSRAASRGEIGQLDIG
TfdR pEST4011 : --------------MEFRQLRYFVAAAEEGNVGAAARRLHISQPPVTRQIQALEQHLGVLLFERGPRGVRLTPAGAAFLEDARRMLELGRTSVDRSRAASRGEIGQLDVG
ClcR pAC27 : --------------MEFRQLRYFIAVAEEGNIGAAARRLHISQPPITRQIQALEQDLGVVLFERTHRGVELTAAGTTFLEDARRLLHVTEISRVRSRAASRGEIGELRVA
TcbR pP51 : --------------MEFRQLKYFIAVAEAGNMAAAAKRLHVSQPPITRQMQALEADLGVVLLERSHRGIELTAAGHAFLEDARRILELAGRSGDRSRAAARGDVGELSVA
                     
                     
                     
         120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
TfdR Sph.sp. TFD44 : YFGATIYTVVPQLVRTFMTARPHISVKIQRASKDEQVARLRDGQLGIGFARYYSVDHDLQTMRIGEERLYLAERLDAAQPPSP-IDGLEKIHGRSLTVFPQLGRPGFADE
TfdR Sph.sp. EML146 : YFGATIYTVVPQLVRTFMTARPHISVKIQRASKDEQVARLRDGQLGIGFARYYSVDHDLQTMRIGEERLYLAERLDAAQPPSP-IDGLEKIHGRSLTVFPQLGRPGFADE
TfdR2 Sph.sp. EML146: YFGATIYTVVPQLVRTFMTARPHISVKIQRASKDEQIARLRDGQLGIGFARYYSVDHDLQTMRIGEERLYLAERLDAAQPPSP-VDGLEKIHGRSLTVFPQLGRPGFADE
TfdR Bradyr.-ähnl. UO : YYGATIHSAVPHAIRRFQEVRPHVSVQLRRTTKREQFDQIRDGRLGIGFARYYSNEFDLETICVSVERLFAVARIGILPKPSRGTFTLAELEGKPIVIFPQGGRPSFGDH
ClcR Rh. opacus 1CP : YFGSTIFGLVPRLLRLFLDTRPEVRIVIERATRDMQAQAIRDGRMHIGFSRQYPAEPDLAVRNIASEPLYVALP-ETHPLLSKQKVLLADIQNEPLVLFPSAPRPGFADE
TfdR pJP4 : YLGTAIYQTVPALLHAFTQAVPGATLSLALMPKVRQIEALRAGTIHLGVGRFYPQEPGITVEHLHYERLYIAAGSSIARQLRQ-DPTLLRLKSESLVLFPKEGRPSFADE
TfdR pEST4011 : YLGTAIYQTVPALLHAFTQAVPGATLSLAQMSKVRQMEALRAGTIHVGVGRFYPQETGITVEHLHIERLYIAASSSVARHLSR-EPTLLRLKSESLVLFPQEGRPSFADE
ClcR pAC27 : YFGTVVLHTLPLLLRQLLSVAPSATVSLTQMSKNRQIEALDAGTIDIGFGRFYPYQEGVVVRNVTNERLFLGAQKSRARSFGE-QVHCSALRNEPFILFPREGRPSFADE
TcbR pP51 : YFGTPIYRSLPLLLRAFLTSTPTATVSLTHMTKDEQVEGLLAGTIHVGFSRFFPRHPGIEIVNIAQEDLYLAVHRSQSGKFGK-TCKLADLRAVELTLFPRGGRPSFADE
                     
                     
                     
           *       240         *       260         *       280         *       300         *
TfdR Sph.sp. TFD44 : VLRFLMTVNVQPAMTDPAEDVFAALAMVLVSDSLSIVPESVARLAWPGICFSPIEHPAAVSAISCVFLRDGRPPVVDAFLASLAESDSTSV--------
TfdR Sph.sp. EML146 : VLRFLMTVNVQPAMTDPAEDVFAALAMVLVSDSLSIVPESVARLAWPGICFSPIEHPAAVSAISCVFLRDGRPPVVDAFLASLAESDSTSV--------
TfdR2 Sph.sp. EML146: VLRLLMTVNVQPAMTDPAEDVFAALAMVLVSDSLSIVPESVARLAWPGIHFSPIDHPAAVSAISCVFLRDGRPPVVDAFLASLTDSDSSSV--------
TfdR Bradyr.-ähnl. UO : VLEMLGRAGVRPSNVEAGEDVFAAIAMTMISDAICVIPEAVAELHWPELESALIDDPTAVSPVSCVFLKEGRTAVVNAFLDTIPR--------------
ClcR Rh. opacus 1CP : VVQLLMRTGGEPRIEAEASDVVTALAYVAIAQLCAVVPRSASNIALPGVVYVPLADAPPES-LSCIYRAIETPTLVRAFLDHLDLLDPATLDLYED---
TfdR pJP4 : VIALMRRAGVEPRVTAIVEDVNAALGLVAAGAGVTLVPASVAAIRRPFVRTMEMADASDKVPVSLTYLTDSRVPVLRAFLDVARRGK----GQK-----
TfdR pEST4011 : VIALMRRAGVEPRVTAIVEDVNAALGLVAAGAGVTLVPASVAMLRRPFVRMIEMTAASAQVPVSLTYLTDSRVPVLRAFLDAARRLKPGVQAQRARPLG
ClcR pAC27 : VIGVFKNARVEPKVVAIVEDVNAAMALALAGVGVTIVPETVAMISWPDFGFTELVGSKATVPVSCIYRHDHIAPILKTFLNLLPIRE----SQ------
TcbR pP51 : VIGLFKHAGIEPRIARVVEDATAALALTMAGAASSIVPASVAAIRWPDIAFARIVGTRVKVPISCTFRKEKQPPILARFVEHVRRSAKD----------
                                                                                                              
Abb. 20: Alignment von LysR-Regulatoren aus Chlorcatechol-Genclustern. Positionen, die in mind. 80 %
der Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Für Referenzen und GenBank Accession No. der
publizierten Sequenzen s. Legende zu Abb. 6.
Experimente und Ergebnisse 65
Das Genprodukt des vierten ORFs (Positionen 4656-5423) ist eine mutmaßliche Chlorcatechol-
1,2-Dioxygenase und wurde TfdC genannt. Es hat eine Länge von 255 AS und ein Molekularge-
wicht von 27967,51 Da. Es zeigte die höchste Ähnlichkeit mit TcbC von pP51 (van der Meer et
al., 1991a) mit 52,6 %, TfdC von pJP4 mit 52,5 % (Perkins et al., 1990) und TfdC von
pEST4011 (Vedler et al., 2000b) mit 51,4 % identischen Positionen (Abb. 22).
                                                                                                                  
                      
           *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
TfdF Sph.sp. TFD44 : ---MNIPFVFEGQPYRVLFGHGTLGKLPEEAERLGCERLLIVSTPDQRTAAEEVAALLGDRCAATYHGARMHTPVEVTIDAMAIVAEHRIDGLVALGGGSAIGLSKAIAL
TfdF Sph.sp. EML146 : ---MNIPFVFEGQPYRVLFGHGTLGKLPEEAERLGCERLLIVSTPDQRTAAEEVAALLGDRCAATYHGARMHTPVEVTIDAMAIVAEHRIDGLVALGGGSAIGLSKAIAL
TfdF2 Sph.sp. EML146: ---MKFPFVYEGQPYRVLFGHGTLGEVPAEAERLGCGRMLVLSTPDQRAAADGVAALLGDRCAATYHDARMHTPVEVTADAMAVVAKHRIDGLVALGGGSAIGLSKAIAL
TfdF2 Sph.sp. TFD44 : ----MKSFISQAPATRVVFGEGAMSELQSEISRLSIGRAFFLSTAAQRETIAIARESMPDIFAGEFADAAMHTPVAVTNAALAAMREVEADGLVSIGGGSAIGLGKALAL
ClpF D. lusatiensis S1 : ----MKPFTYTALPARVIFGVGTTDRLPDELERLGVKRAMILTTAPQAIQGRELADLLGARSAGLYTGAAMHTPVEITEEALARYEDLRADGVVSIGGGSTIGLGKAIAL
TfdF Bradyr.-ähnl. UO : ----MIPFIYESLPSRVIFGRGTVGQVGVEIERSAPKRVIILSTAEQSAEAERISQLLSGAHGATFNGAVMHTPLEVTNQALQIVQQKKIDGILAIGGGSTIGLSKAIAL
TfdF pEST4011 : ----MLDFIYQGLPSRVRFGAGTISEIGAEAEKLGCRRAMVVVSAPQMADADRIQSTLGATCRGVFGGALMHTPVEVTQAALERVRPWHADGIIALGGGSAIGLSKAIAL
ClcE Pseud. sp. B13 : -----MNFIHDYRSPRVIFGPDSLARLPQELERLGIDRALVLTTPEQAPLGRQVAEPVIGHVAAFYDGATMHVPALVAEEACKIARTSEANGVIAIGGGSTIGLAKIVAL
TcbF pP51 : -----MNFIHDPLTPRVLFGAGRLQSLGEELKLLGIRRVLVISTPEQRELANQVAALIPGSVAGFFDRATMHVPSQIVDQAASVARELGVDSYVAPGGGSTIGLAKMLAL
TfdF pJP4 : ----MKKFTLDYLSPRVVFGAGTASALPDEIGRLGARRPLVLSSPEQRELAKDIVRPIGDRVAGYFDGATMHVPVDVIQKAERAFNDTDADSIIAIGGGSTTGLAKILSM
TftE B.cepacia AC1100: ----MNAFLFEARIPRVVFGAGALQHLVREIDAMGSTRALVLSTPEQSADAERVAGILGSRAVGVFPRATMHVPIELAREARLEASRLGADCAVAIGGGSTTGLGKAIAL
TfdFII pJP4 : MTGDLNEFVAHFWPVRVVFGAGSTERIPAEVKRLGARRALVLCTPDQRDLAQRVLGDLGDLGAGFHDGAVMHVPEASVTRAAQAARDADADLLVAVGGGSTIGLAKALAL
MacA Rh. opacus 1CP : MAERSSEFVFTGNPARVIFGAGRMRNVREEVERLGRGRVLLLGSENLREVCDQVQDLLGELFVNRYDGAAMHTPVEVTDIALAQLRTSEADCVVAIGGGSTTGLAKALAA
                      
                      
                  
                      
         120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
TfdF Sph.sp. TFD44 : RTDLPQIAIPTTYAGSEMTRIIGQTEAGEKTTQVTAKVLPETVIYDVDLTLTLPPKLSVTSGINAMAHAVEALYATNGNPIVQLMAEEGIAALYRGLPTIAQWPDDKDAR
TfdF Sph.sp. EML146 : RTDLPQIAIPTTYAGSEMTRIIGQTEAGEKTTQVTAKVLPETVIYDVDLTLTLPPKLSVTSGINAMAHAVEALYATNGNPIVQLMAEEGIAALYRGLPTIAQWPDDKDAR
TfdF2 Sph.sp. EML146: RTDLPQIAIPTTYAGSEMTRIIGQTEAGEKTTQVTAKVLPETVIYDVDLTLTLPPKLSVTSGINAMAHAVEALYATNSNPVVKLMAEAGIAALYRGLPTIAQWPDDKDAR
TfdF2 Sph.sp. TFD44 : RSGIPHIAVPTTYAGSEMTSILGQTEDGVKTTMRDPAVQPATVLYDVNLTLTLPAKTSGVSGLNAIAHAVEALYAIDADPIILLMAEEGIRALAGSLPRIGKDTQDIEAR
ClpF D. lusatiensis S1 : RTDAPQIVLPTSYAGSEMTSIIGQTEQGRKTTQKTLKVLPETVIYDVRYTLSLPAVMTVTSGMNAIAHAVEALYAEGANPVLSLMAEDGIAKMTAALSRVRAAPADLDAR
TfdF Bradyr.-ähnl. UO : RTDLPQLVIPTTYAGSEMTTILGQTENNIKTTQRTAKVLPETVIYDVDLTLSLPVKMSVVSAVNAMAHAVEALYATNTNPVLSMMAEAGIAALYRGLPIIAKNSKDIEAR
TfdF pEST4011 : HTDLPQLVIPTTYAGSEMTPILGQTESGVKTAQRTLKVLPETVIYDVELTYSLPLAMSICSGINAMAHSVEALYASDTNPIIRQLAEAGIAALYSGLPKLRDDARDPAVR
ClcE Pseud. sp. B13 : RTELPIVAVPTTYAGSEMTSIFGITEGGVKKTGRDARVMPRAVIYEPRLTLELPLSISVTSAINAIAHAVEGLYAPDATPLLTIMAQEGIAATVRAISRMYQSPRDLQAR
TcbF pP51 : HSSLPIVAIPTTYAGSEMTSIYGVTENELKKTGRDRRVLARTVIYDPELTFGLPTGISVTSGLNAIAHAVEGLYAPEVNPILAIMAQQGIAALAKSIPTIRSAPTDLEAR
TfdF pJP4 : NLDVPSLVIPTTYAGSEMTTIWGVTEGGMKRTGRDPKVLPKTVIYDPLLTVDLPLAISVTSALNAIAHAAEGLYSADLNPVLETMCKQGICALFDAIPRLVAKPTDAEAR
TftE B.cepacia AC1100: ESGLPILSIPTTYAGSEMTPIYGVTDNGVKQTGRDARVLPRTVIYDPELTLGLPIRMTVSSGLNAIAHAAESLYAHDGNPVIGLMAEEGIRAIGAALTPLQANPADLVAR
TfdFII pJP4 : HHGMRFVALPTTYAGSEMTPIWGLTADGAKRTGRDPRVLPSTVLYDPHHLTSLPPEVTGPSGMNAIAHAVESMYAPDRNPITMLLAEESIRAMAQGLPVAVDSPGDLDAR
MacA Rh. opacus 1CP : RTGVDQVILPTTYAGSEVTPVLGETVEGRKTTRSTLAVLPETVIYDVELSKNLPVPIAVASAVNALAHAVEAMYSPDANPVVDTWALEAAQALARGLRGLVSDPSCRRIR
                      
           
                      
                      
           *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *
TfdF Sph.sp. TFD44 : RDALYGAWLCAICLGQTSMALHHKLCHVLGGSFDLPHAETHTIILPHALAYNAPTARDAVDAIKRALGGDGIAG---RIYDLAEGAGVPVALRDLGMEESDIDRAVALAL
TfdF Sph.sp. EML146 : RDALYGAWLCAICLGQTSMALHHKLCHVLGGSFDLPHAETHTIILPHALAYNAPTARDAVDAIKRALGGDGIAG---RIYDLAEGAGVPVALRDLGMEESDIDRAVALAL
TfdF2 Sph.sp. EML146: RDALYGAWLCAICLGQTSMALHHKLCHVLGGSFDLPHAETHTIVLPHALAYNAPAVREAVGAIKRALGGDGIAG---RIYDLAERAGAPVALRDLGMEESDIDRAVELAL
TfdF2 Sph.sp. TFD44 : SDALYGAWLCAVCLGRTTIALHHKLCHVLGGTFDLPHAETHAAVLPHAWAYNAPAVPEXAAKLRRALATDRPAQ---LLFDMTASFGAPTALRDLGMPKDGIDRAIELIF
ClpF D. lusatiensis S1 : SDALYGAWLCAVCLGSGGVALHHKLCHVLGGSFDLPHAETHTVVLPHALAYNAPAVPEAMAAMRRATGSQNPAA---ALFDLSRESGAPTALKDLGMPEEGIDRAVEITL
TfdF Bradyr.-ähnl. UO : SDTLYGAWLCAVCLGTSNMALHHKLCHVLGGSFSLPHAETHAIILPHVIAYNAPAT-AGISALKRALGGEGVAG---RIFDLTQSASVPTALKDLGMPEDGINRAVEIAL
TfdF pEST4011 : AATLYGSWLSASCLASTSMGLHHKLCHTLGGALNLPHAETHTVVLPHAIAFNAPNVRDAVEILKRAMGGGGVAG---RIYDIAKDAGVPVALRDIGMTESDIDKVTAAVM
ClcE Pseud. sp. B13 : GDALYGAWLCASVLGNVSMALHHKLCHTLGGTLDLPHAQTHTVVLPHALAYNARAVPDAMRVLRIALGHDDPP---TALYELARDNGAPVALRDLGMREEDIEHVGDLAL
TcbF pP51 : SQAQYGAWLCGSVLGNVSMALHHKLCHTLGGTFNLPHAETHTVVLPHALAYNTPAIPRANAWLQEALATREPA---QALFDLAKSNGAPVSLQSIGMKEADLDRACELVM
TfdF pJP4 : TDALFGAWMCGTALCHLGMGLHHKLCHTLGGTLNLPHAETHAIVLPHALAYNLPYAAPAERLLQEVAGSSDVP---SALYDLARNAGAPLSLAEIGMRPEDIPRVRDLAL
TftE B.cepacia AC1100: SDALYGAWLCGAVLGAVSMGLHHKLCHTLGGAFNLPHAELHTVILPHALAYNSARASQAMERIARALGVSSAP---RGLFDLAERSGLPVSLAALGMPREGIELAADMAV
TfdFII pJP4 : TRTLYAAWLAGTVLGMVSMGLHHKLCHVLGGRFNLPHAPMHAVLLPHVAAFNEVAAPAELGRVAAALGAPGPGGAGAALHALLRFTCTERSLAAIGMPAQGIYDAAEHAL
MacA Rh. opacus 1CP : TDLLRGSWLAGMCLGSVGMAVHHKLCHTLGGAFGLPHAPTHTVVLPYAMSFNASEVPDVMDSLASAMNVSNAPA---GVWDLIADAGGPTSLASLGLLQTDLDRAADLAT
                      
                                       
                      
         340         *       360
TfdF Sph.sp. TFD44 : ANAYANPRPLEPHLLRRLIANAWAGVRPDHSTYTD
TfdF Sph.sp. EML146 : ANAYANPRPLEPHLLRRLIANAWAGVRPDHSTYTD
TfdF2 Sph.sp. EML146: ANAYANPRPLEPHLLRRLIANAWAGVRPDHGTYTD
TfdF2 Sph.sp. TFD44 : KNPYANPRPLEPDAIRALLEDVWAGRRPNA-----
ClpF D. lusatiensis S1 : ENPYFNPHPLERDALQALMRAAWAGERPSS-----
TfdF Bradyr.-ähnl. UO : VNPYANPRSIEPALLRRLIANAWSGVRPDHSSYVD
TfdF pEST4011 : AKPYPNPRPLDQDLIRRLLRNAWAGVRPDHSTYL-
ClcE Pseud. sp. B13 : QDRYPNPRELDRDALLALLRDAYHGRPPSA-----
TcbF pP51 : SAQYPNPRPLEKHAIANLLRRAYLGEPPQP-----
TfdF pJP4 : RDQYPNPRPLESDALETLLVNAFRGRRPDFK----
TftE B.cepacia AC1100: KNPYPNPRPLERDAIRVLLEHAYDGVRPS------
TfdFII pJP4 : ADAYANPRQASREDIARLLRAAFTGEMPA------
MacA Rh. opacus 1CP : EAPYRNPRQITRSGIRDLLQSAWEGNRPPE-----
                      
Abb. 21: Alignment von Maleylacetat-Reduktasen. Positionen, die in mind. 80 % der Sequenzen
identisch sind, sind hervorgehoben. Referenzen und GenBank Accession No. der publizierten
Sequenzen: ClpF D. lusatiensis S1, AJ536297 (Fritsche, 1998); ClcE Pseudomonas sp. B13, AF019038
(Kasberg et al., 1997); TftE B. cepacia AC1100, U19883 (Daubaras et al., 1995); MacA Rh. opacus 1CP,
AF030176 (Seibert et al., 1998); für die anderen Sequenzen s. Legende zu Abb. 6.
66 Experimente und Ergebnisse
Von Position 5436 bis 6158 reicht der nächste ORF, dessen Genprodukt (240 AS,
26215,67 Da) Ähnlichkeiten zu Dienlacton-Hydrolasen aufweist und entsprechend tfdE genannt
wurde. Die größte Ähnlichkeit bestand mit TfdEII von pJP4 (Leveau & van der Meer, 1996) mit
48,1 % identischen Positionen, gefolgt von TfdE aus V. paradoxus TV1 (Vallaeys et al.,
                            
                             
           *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
TfdC Sph.sp. TFD44 : -------------------------------MSN-RLEAVVADIVEGIRGALMKHDVTFDEYRQGIGYIMKTVEAGELPLMID-----AFLNTTICQI--ENRNFGGSTS
TfdC Sph.sp. EML146 : -------------------------------MSN-RLEAVVADIVEGIRGALMKHDVTFDEYRQGIGYIMKTVEAGELPLMID-----AFLNTTICQI--ENRNFGGSTS
TfdC2 Sph.sp. EML146: -------------------------------MSN-RLEAVVADIVEGIRGALMKHDVTFDEYRRGIGYIMKTVEAGELPLMID-----AFLNTTICQI--ENRNFGGSTS
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : -------------------------------MSNNRIHAVVSDIVDGIRNALIKHEVTFDEYRAGVMYAVKTGEAGEIPLMLD-----VFLNSTISDI--ENAAYGGTEG
ClpC D. lusatiensis S1 : --------------------------------MSNRTKDITLDIVEAVRDVLRRHEVTFDEYRAGFQHLAKTQGAGEIPLLID-----VFFNSTIVEI--ENEKRRGSHA
TfdC Bradyr.-ähnl. UO : --------------------------------MNERLTKVVQDLIAAAGRVLADNNVTREEYRQGVRYLAKVQADKELPLLID-----VFLEHLVIKA--EDQRGHNSAQ
TfdCII pJP4 : -------------------------------MTNPRVHEIATAMLDAVRKVLVQQEVTEAEYRAGVMYMMQVAEAKEMGLLCD-----VFLNSTIVEI--KAAATRGSAP
TfdC pEST4011 : -------------------------------MKNPRVHEIATAMIDAVRKVLIDHQVTEAEYRAGVMYMMKVAEAKETGLISD-----VFLNSTIVEI--KAANTHGSAP
TcbC pP51 : --------------------------------MNERVKQVASALVDAIQKTLTEQRVTEEEWRAGVGYMMKLAEAKEVAVLLD-----AFFNHTIVDL--KAQATRGSRP
ClcA pAC27 : --------------------------------MDKRVAEVAGAIVEAVRKILLDKRVTEAEYRAGVDYLTEVAQTRETALLLD-----VFLNSTIIEG--KAQRSRTSAP
TfdC pJP4 : --------------------------------MNKRVKDVVDAIVAAVQRVLDQKEVTEAEYRTAVHYLMQVAEQRETALLCD-----VFFNSTVAAT--KARISEGSTP
ClcA Rh. opacus 1CP : -------------------------------MANTRVIELFDEFTDLIRDFIVRHEITTPEYETIMQYMISVGEAGEWPLWLD-----AFFETTVDSV--SYGKGNWTSS
ClcA2 Rh. opacus 1CP : -------------------------------MSTDRTGNIVGKMIAAINAVIKDEKVSYSEYKASTGWLISVGEQNEWPLFLD-----VFFEHAIESV--AAESNRGSQS
CatA Rh. opacus 1CP : MTTTES--PTAAGSGSAATDKFKAER-ATADTSPERLAAIAKDALGALNDVILKHGVTYPEYRVFKQWLIDVGEGGEWPLFLD-----VFIEHSVEEV-LARS-RKGTMG
CatA Rh. erythr. AN-13: MTDIDTAVATAHASGNAATDKFKTAR-VSCDTSPERAAAIYRDVLSALGEVIHRHEVTYDEYRVLKQWMIDVGEYGEWPLWLD-----VFVEHQVEDVNYSRNGLAGTKG
CatA Arthrob. sp. MA3 : -MSTET-EATAAASGAGATARFRETKHVAAGTSKERVSALAGRVIKAINDTVLEEKVTYDEYNALKAWLISVGETGEWPLFLD-----VWVEHSVEEV--ANENRHGSKG
CatA Acinet. sp. ADP1 : -----MEVKIFNTQDVQDFLRVASGLEQEGGNP--RVKQIIHRVLSDLYKAIEDLNITSDEYWAGVAYLNQLGANQEAGLLSPGLGFDHYLDMRMDAEDAALGIENATPR
CatA1 A. lwoffii K24 : -----MSIKVFGTKEVQDLLKAATNLEGKGGNA--RSKQIVHRLLSDLFKAIDDLDITPDEVWAGVNYLNKLGQDGEATLLAAGSGLEKYLDIRLDAADKAEGIEGGTPR
CatA R. eutropha 335 : ----------MTHSEIDALVHSFIVATGTQGTPDPRVQQVVVRLTADLFKAIEDLDLSASDVWKGIEYFAEAGATQELGLAALGLGLERFLDVRADEAEARAGLTGGTPR
CatA2 A. lwoffii K24 : ----------MNKQAIDALLQKINDSAINEGNP--RTKQIVNRIVRDLFYTIEDLDVQPDEFWTALNYLGDAGRSGELGLLAAGLGFEHFLDLRMDEAEAKAGVEGGTPR
CatA P. put. PRS2000 : -----MTVKISHTADIQAFFNKVAGLDHAEGNP--RFKQIILRVLQDTARLVEDLEITEDEFWHAIDYLNRLGGRNEAGLLAAGLGIEHFLDLLQDAKDAEAGLGGGTPR
                                                                                                                 
                                                                                                                 
                            
         120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
TfdC Sph.sp. TFD44 : TLEGPYFLDDAPFVE--GALKTYED-DRHEP-LLLRGRVLDLAGAPVADAIIDVWHSTPDGHYG---GFHNNIP-RDFYRGKLRTDAAGGYEVRTTVPVAYKIPDQGPVG
TfdC Sph.sp. EML146 : TLEGPYFLDDAPFVE--GALKTYED-DRHEP-LLLRGRVLDLAGAPVADAIIDVWHSTPDGHYG---GFHNNIP-RDFYRGKLRTDAAGGYEVRTTVPVAYKIPDQGPVG
TfdC2 Sph.sp. EML146: TLEGPYFLDDAPFVD--GALKSYED-DRHEP-LLLRGRVLDLAGAPVADAVVDVWHSTPDGHYG---GFHNNIP-RDFYRGKLRTDATGHYEVRTTVPVAYKIPDQGPVG
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : TIEGPYYLPNAPVIPNGGEIHTYDD-DRNVP-MLVRGTVKDLQGKPIAGATVDIWHSTPDGYYG---GIHNDIP-ANYYRGKVLTDSEGRYFVRSTVPVPYKIPDQGPTG
ClpC D. lusatiensis S1 : CIQGPYFVQNAPNVA--ETLAIRDQ-DAGHPKMVMRGKVTGLNGQPVAGAVIDVWHATPDGKYS---GIHDNIP-PQYYRGKITTAADGSYECRSILPVPYQIPNAGPTG
TfdC Bradyr.-ähnl. UO : AIEGPYFIEEVPWVE--GALKIAPE-DKGEP-LIVRGNVKAPDGAPVIDATVFVWHSTPDGAYA---GIHKGIP-AEFYRGRLKTGADGKFEIATTLPVPYTIPDKGPVG
TfdCII pJP4 : AIQGPYFKEEAPFVD--GKLKTYDS-DDHKP-LLLHGSVKDEAGRVVTDAVIDIWHSTPDGRYSGFGGYHGDMP-VDYYRGKVRTDAQGRWRVQTTLPAPYQIPNKGPTG
TfdC pEST4011 : AIQGPYFKEDAPFVD--GKLKTYDS-DDHKP-LLLHGTVKDEAGGVVSDAVIDIWHSTPDGRYSGFGGYHGDMP-VEYYRGKIRTDSQGRWRVQTTLPAPYQIPNKGPTG
TcbC pP51 : AMQGPYFLEGAPVVA--GALKTYED-DSHHP-LVIRGAVRTDDGAPAAGAVIDVWHSTPDGKYS---GIHDQIP-TDMYRGKVVADAQGKYAVRTTMPAPYQIPNKGPTG
ClcA pAC27 : AIQGPYFLEGAPVVE--GVLKTYDT-DDHKP-LIIRGTVRSDTGELLAGAVIDVWHSTPDGLYS---GIHDNIP-VDYYRGKLVTDSQGNYRVRTTMPVPYQIPYEGPTG
TfdC pJP4 : AIEGPYYRDDAPLVD--DRLKTYDT-DDHKP-LLIQGTVKAVDGSVVEDVTIDVWHSTPDGKYS---GFHDDIP-TDFYRGKLRVGTDGSFRVRTTMPVPYQIPDQGPTG
ClcA Rh. opacus 1CP : AIQGPFFKEGAPLLTGKPATLPMRA-DEPGDRMRFTGSVRDTSGTPITGAVIDVWHSTNDGNYS---FFSPALPDQYLLRGRVVPAEDGSIEFHSIRPVPYEIPKAGPTG
ClcA2 Rh. opacus 1CP : SIQGPYFIPGAPELS-IPYTMPMRD-DESGDTLIFRGEVVDQEGAPLADVLLDMWQADAAGEYS---FINPTLP-DYLFRGKIRTDENGRFTLRTIVPAPYEIPKNGPTG
CatA Rh. opacus 1CP : SIEGPYYIENSPELP-SKCTLPMREEDEKITPLVFSGQVTDLDGNGLAGAKVELWHADNDGYYS---QFAPHLP-EWNLRGTIIADEEGRYEITTIQPAPYQIPTDGPTG
CatA Rh. erythr. AN-13: SIEGPYYVPDAPQLP-AVCTMPMREQDRRSTPLVFSGQVTDLDGNGLGGATVELWHADEDGFYS---QFAPNIP-EWNLRATIVCDDEGRYEITTIQPAPYQIPHDGPTG
CatA Arthrob. sp. MA3 : TIEGPYYIPNAPTQN-TPATLPMRD-DEPGTPLLFQGQVRNLAGEPLAGAKIELWHADDLGFYS---QFAPGLP-EWNLRGSIIADDQGNFQINTMQPAPYQIPTDGACG
CatA Acinet. sp. ADP1 : TIEGPLYVAGAPESV-GYARMDDGS-DPNGHTLILHGTIFDADGKPLPNAKVEIWHANTKGFYS--HFDPTGEQQAFNMRRSIITDENGQYRVRTILPAGYGCPPEGPTQ
CatA1 A. lwoffii K24 : TIEGPLYVAGATVHD-GVSKIDINP-DEDAGPLVIHGTVTGPDGKPVAGAVVECWHANSKGFYS--HFDPTGAQSDFNLRGAVKTGADGKYEFRTLMPVGYGCPPQGATQ
CatA R. eutropha 335 : TIEGPLYVAGAPEST-GFARLDDGSDDGKGEVLFMQGTVYGADGKPLPGARVEVWHANLMGNYS--FFDKT--QSHFNLRRTIVTDANGRYQFRSNVPNGYGCPPQGTTQ
CatA2 A. lwoffii K24 : TIEGPLYVAGAPVSD-GHARLDDGT-D-PGQTLVMRGRVFGEDGKPLANALVEVWHANHLGNYS--YFDKS--QPAFNLRRSIRTDAEGKYSFRSVVPVGYSVPPQGQTQ
CatA P. put. PRS2000 : TIEGPLYVAGAPLVQ-GERRMDDGT-D-PGVVMFLKGQVFDAEGKPLAGATVDLWHANTQGTYS--YFDST--QSEYNLRRRIITDAEGRYRARSIVPSGYGCDPQGPTQ
                             
                                                                ↑                                     ↑
                             
                             
           *       240         *       260         *       280         *       300         *       320
TfdC Sph.sp. TFD44 : ALLEA-MGRHSWRPAHVHYKVRAPGFHTLTTQAYFEGGE-YVDSDCCEGVHSELIHA----DVRESGIKVIETDFELAP--------ALAHAAAAA------------
TfdC Sph.sp. EML146 : ALLEA-MGRHSWRPAHVHYKVRAPGFHTLTTQAYFEGGE-YVDSDCCEGVHSELIHA----DVRESGIKVIETDFELAP--------ALAHA----------------
TfdC2 Sph.sp. EML146: ALLEA-MGRHSWRPAHVHYKVRAPGFHTLTTQAYFEGGE-YVDSDCCEGVHSELIHA----DIRESGIKMIETDFALAP--------AVAHAAAAA------------
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : ALLEM-MGGHSWRPAHVHFKVRADGYHTLTTQSYFEQGD-YVNDDCCNGVRPVQIKP----DVLENGEKVIENDFQLAP--------DVIAARAA-------------
ClpC D. lusatiensis S1 : ELLETYMQWHSWRPAHIHYWIHADGMRDLISQAYFEGDQ-YIDDDCCNGGGSEFMVP----EVYEGDVRVMEVNFTLDPR-------AEAGSEKAA------------
TfdC Bradyr.-ähnl. UO : ALITM-MGHHTWRPAHVHFKVRKDGFREFTTQAYFEGGK-YVDDDVAGGIVDALIFP----IQQEGKNKVLNVDFVLDP--------KKSS-----------------
TfdCII pJP4 : ALLTM-MGSHTWRPAHVHFKVRKDGFEALTTQYYFEGGE-WVDSDCCNGVKPELVMP----AAMEQGMQAMALDFVIEK--------SRA------------------
TfdC pEST4011 : ALLTM-MGSHTWRPAHVHFKIRKDGFEPLTTQYYFEGGE-WVDSDCCNGVQPELVMP----AAIEQNMQVMVLDFVIEK--------PRA------------------
TcbC pP51 : VLLEM-MGSHTWRPAHVHFKVRKDGFAPLTTQYYFEGGD-WVDSDCCKGVAPDLVMP----TKTEGGAQVMDIDFVIER--------AREHV----------------
ClcA pAC27 : RLLGH-LGSHTWRPAHVHFKVRKDGFEPLTTQYYFEGGK-WVDDDCCHGVTPDLITP----ETIEDGVRVMTLDFVIEREQAEQRKSATETVA---------------
TfdC pJP4 : ALLET-MGGHSWRPAHVHFKVKAPGYETLTTQYYFEGGD-WITDDCCNGVQSSLITP----DIVEEGVRLMNINFVIEP--------ARAQAGANP------------
ClcA Rh. opacus 1CP : QLMNSYLGRHSWRPAHIHIRITADGYRPLITQLYFEGDP-YLDSDSCSAVKSELVLPVNKIDIDGETWQLVDFNFILQHN----------------------------
ClcA2 Rh. opacus 1CP : ALLAA-AGWHAWRPAHLHWIIAKEGYESLTTQLYFENGQ-WTGSDVANAVKPELLLSLDKIEAQSGPHFETSYKFTLGKV----------------------------
CatA Rh. opacus 1CP : QFIEA-QNGHPWRPAHLHLIVSAPGKESVTTQLYFKGGE-WIDSDVASATKPELIL--DPKTGDDGK-NYVTYNFVLDPA----------------------------
CatA Rh. erythr. AN-13: WFIES-HGGHPWRPAHLHLMVKAPGRLPITTQLYFRGGD-WVETDVATAVKPELVL--DPVRGADGV-NRVAYDFALDPTP---------------------------
CatA Arthrob. sp. MA3 : ALIAA-AGWHAWRPAHLHLKVSAPGHQLITTQLYFEGDE-HVADDIASAVKPELVL--APTDRADGHGREVTYHFVLDPQD---------------------------
CatA Acinet. sp. ADP1 : QLLNQ-LGRHGNRPAHIHYFVSADGHRKLTTQINVAGDP-YTYDDFAY-ATREGLVVDAVEHTDPEAIKANDVEGPFAE-MVFDLKLTRLVDGVDNQVVDRPRLAV--
CatA1 A. lwoffii K24 : QLLNV-LGRHGNRPAHVHFFVSSDSARKLTTQFNIEGDP-LIWDDFAY-ATREELIPPVTEKKGGTALGLK--ADTYKD-IEFNLTLTSLVKGKDNQVVHRLRAEVAA
CatA R. eutropha 335 : RLLDQ-LARHGRRPAHIHFFVSADGHRKLTTQIQHRRRTNTCWDNFAFRPAREGLVPAVTRVTEAAALDKHGVD-KPSASIDFDFRLLPEQAGAPAAEVERQRAAA--
CatA2 A. lwoffii K24 : LLLDQ-LGRHGHRPAHIHFFVSAPGFRKLTTQINIDGDP-YLWDDFAF-ATRDGLVPAV-RQAEVRKANRTAWT-VSSR-----------------------------
CatA P. put. PRS2000 : ECLDL-LGRHGQRPAHVHFFISAPGHRHLTTQINFEGDK-YLWDDFAY-ATRDGLIGELRFVEDAAAARDRGVQGARFAQLAFDFHLQGATAVEAEARSHRPRALQEG
                             
                 ↑ ↑
Abb. 22: Alignment von Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen (TfdC, ClpC, TcbC, ClcA) und Catechol-1,2-
Dioxygenasen (CatA). Aminosäuren, die an der Eisenbindung beteiligt sind, sind durch aufwärts gerich-
tete Pfeile gekennzeichnet (Vetting & Ohlendorf, 2000). Positionen, die in mind. 80 % der Sequenzen
identisch sind, sind hervorgehoben. Für Referenzen und GenBank Accession No. der publizierten
Sequenzen s. Legenden zu Abb. 6 und Abb. 13.
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unveröffentlicht) mit 44,7  %. Die Ähnlichkeit zu Dienlacton-Hydrolasen aus anderen bekannten
Genclustern lag deutlich unter 30 % (Abb. 23).
ORF6 reicht von Position 6210 bis 7487. Das abgeleitete Protein besteht aus 425 AS und hat
ein Molekulargewicht von 47509,5 Da. Es zeigte im Datenbankvergleich am meisten Ähnlichkeit
zu den Phthalat-Dioxygenase Untereinheiten OphA2 aus Burkholderia cepacia DBO1 (Chang &
Zylstra, 1998) und Pht3 aus Pseudomonas putida NMH102-2 (Nomura et al., 1992) mit ca.
33 % identischen Positionen, sowie zur Oxygenase Untereinheit (CbaA) einer 3-Chlorbenzoat-
Dioxygenase aus Comamonas testosteroni BR60 (Nakatsu et al., 1995) mit 30 % identischen
Positionen (Abb. 24).
Das Genprodukt von ORF7 (Positionen 7800-9239) besteht aus 479 AS und hat ein Molekular-
gewicht von 51301,85 Da. Es handelt sich wahrscheinlich um eine Aldehyd-Dehydrogenase, da
es im Datenbankvergleich die größte Ähnlichkeit zu 6-Oxohexanoat Dehydrogenasen ChnE aus
Acinetobacter sp. NCIMB9871 (Iwaki et al., 1999) und Acinetobacter sp. SE19 (Cheng et al.,
2000) mit 48 %, sowie zu Aldehyd-Dehydrogenasen TsaD und TsaD2 aus C. testosteroni T-2
(Junker et al., 1997; Tralau et al., 2001) mit 46,5 % identischen Positionen zeigte (Abb. 25).
                     
                                *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
TfdE Sph.sp. TFD44 : MCHG-----QASAALPPPGEYVAMNDG-LPSLAFGDEGERVRIAILPDIYGAGPFYQQLATHMAERGA-FVHLMDPFHELGP------LPEVTREAAFARRHRVRDRAYV
TfdE2 Sph.sp. EML146: MCHG-----QASAALPPPGKSVAMNDG-LPSLAFGDQGDRTRIAILPDIYGPGPFYQQLATHMAERGA-FVHLMDPFHDLGP------LPEVTREAAFARRHRVRDRTYV
TfdE2 Sph.sp. TFD44 : MCHI-----EGCSSFPSGDAGALFQDGEISGYRFGEDASDRRIAVLPDIYGCTSFYRGFAAHLAARGA-VVDLIRTFEDIGK------LAEHTREAAFERRHRLKDRTFV
TfdE V. paradoxus TV1: MCHD-----TVPSLFPR-AHATGRIDGAVSALRYAGASNGPRLLVLPDIYGCNGFYRGYAAYLAEQGASEVLLVDPFAAFGE------LPQATREAAFQRRHRLADRAFV
TfdEII pJP4         : MCHD-----TAPALFPR-TASTGSIDGAICALCYAGATRGPRLLVLPDIYGCNAFYRGYAAYLAEQGAGEVLLVDPFAAFGE------LATVTREAAFQRRHRLADRAYV
ClcD Rh. opacus 1CP : MCHNKSSAPPTPAHISIQQNRTPGTDPVPYLHASSDTGSGDTIVLLTDIFGVTPFYRHLAAMLAEKGH-DVVIPDVFHRVGH------ATDPGRDAALARRRQLDDRLAI
ClcD2 Rh. opacus 1CP: MCHAGLTDPNAPAVLHIEVEVDVPGGKMPATLYLPNTGKGPGISLLTDMYGPIPFYRAVASRLAAEGY-VVLLSDYFFRQGR------LPAETREEGFSRHSRSDEVTAI
ClcD pAC27           : ------------MLTEGISIQSYDGHTFGALVGSPAKAPAPVIVIAQEIFGVNAFMRETVSWLVDQGY-AAVCPDLYARQAPGTALDPQDERQREQAYKLWQAFDMEAGV
TfdE pJP4            : ------------MLSDGVEITSRSGGRFGAYLGKPTTDSAPIVVIAQEIFGITPFIRETVEWLVGAGF-GCVCPDLYWRQAPNIELDANVPSEREQALALFRDFDMEAGV
TcbE pP51            : ------------MLTEGLSIDAKGGGRFGAHLQLPARGRGPVVMVAQEIFGVNPFMTEVLAWLASEGF-VGLCPDLYWRHGPGIEFDPNDEVQRARALGMFRDYKLEDGV
TfdE Bradyr.-ähnl. UO : -------------MSNLNQAISGSDQSFGGYLTGVEAEPRPGIVLLQEIFGVNNAMRMAADQFAGEGF-VVLVPDLFHQIRPGIELG-YSDEDREAAIGYWQVLVDGQVR
                    
                              120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
TfdE Sph.sp. TFD44  : DAFAHFIGE--------QRITGVAGFCLGGLYVFELARRGIPVSLVSLYGFPQGLAND---DPLPVPFDYLEGLPHRHVALFGDQDQSQSPENFLRLTEIAERTPDFGLH
TfdE2 Sph.sp. EML146: DAFEHFIGE--------QRITGVAGFCLGGLYVFELARRGIPVSLVSLYGFPQGLAND---DPLPVPFDYLEGLPHRHVALFGDQDQSQSPENFLRLTQIAERTPDFGLH
TfdE2 Sph.sp. TFD44 : DAFERYARR--------RGIGGVVGFCIGGLFVYELARRNLPAALVSFYGFPQGLPNQ---EAVDVPLTYLDTVTTPHLTLFGSEDDLISEEVQTQLADIGERQPACQVR
TfdE V. paradoxus TV1: KNLIAFIES--------QRIDGVVGYCIGGLFVFELARQQVVSRLLAYYPFPQGLENH---DPVDVPFDYLPEVRSRHTVIVGDNDTLLGAQNLLQLESQARANDAIDLH
TfdEII pJP4          : EELIDFIDG--------QRIEGVVGFCLGGLFVFELARQQVVSRLVAYYPFPQGLENR---DPLDVPFDYLPALRSRHTVIVGDDDALLGTQNLQRLQAQARANDAIDLH
ClcD Rh. opacus 1CP : EDIERTVAHTVDD----QQTFGVLGFCLGGSFALLTAAAHPNQVTATYYAFPK--GAPGAKVPVKPPLEAADAIDGPVLCHWGRDDYIDHEEIDQLEQILASAPGPSEIR
ClcD2 Rh. opacus 1CP: DDHAAAVSWLQRRPEVVQDRVGLLGFCLGGTIALNLCAAGANAVAVCYYAFPFSFGNP-CRRKAPRPIDIASEISAPVLSHWGDADYIPLSEIEAFGAAMRKFGHPYTER
ClcD pAC27           : GDLEAAIRYARHQPYS-NGKVGLVGYCLGGALAFLVAAKGYVDRAVGYYGVGL-----------EKQLKKVPEVKHPALFHMGGQDHFVPAPSRQLITEGFGANPLLQVH
TfdE pJP4            : NDLSCAIEYARALPFS-NGRVAVVGYCLGGALAFDVAARSLADCSIGYYGVGL-----------EKKVSLVPAITRPAMFHMGTKDHYVTEEARSILEEHFGRNKNLSLH
TcbE pP51            : ADLRATVAYAASQPFC-DGGVAVIGYCLGGALAYEVAAEGFAQCCVGYYGVGF-----------EKRLERARLVKTPSMFHMGTNDHFVTAEARQLITNAFEANPAIALH
TfdE Bradyr.-ähnl. UO : RDVAAAVATLRKHPAC-NGQVVIVGFCLGGKHALLAAHLGIADAAVSFYPVQA-----------PSYEAELRDLRCPVQVHVGDDDAHISLEAQGVLKMATG-KPPHEYK
                                                 ↑                                                          ↑
                                *       240         *       260
TfdE Sph.sp. TFD44  : LFPGSGHGFLADIGSD-DPSLAQNARAALEIVEEVLLVGEAKERD---
TfdE2 Sph.sp. EML146: LFPGSGHGFLADIGSD-DPSLAQNARAALEILEDMLLVGEAKERV---
TfdE2 Sph.sp. TFD44 : VFAGSGHGFLTDLDGV-DAGRRDNAAKALALCEEALFAAARATA----
TfdE V. paradoxus TV1: VMKGAGHGFLADLESV-DADRAAMARQALLIGTNTLFGR---------
TfdEII pJP4          : IMNGAGHGFLADLESP-DTARAAVAKRGLRIGTTTLLGG---------
ClcD Rh. opacus 1CP : WYDNAGHSFLAGLTEP-NHPSTAAAHDSWQRTVEFFERYLTVGSAN--
ClcD2 Rh. opacus 1CP: VYSGAGHGFLAGLVER-SGDS-SAAHESWELTQAFFSRHLG-GSR---
ClcD pAC27           : WYEEAGHSFARTSSSG-YVASAAALANERRLDFLAPLQSKKP------
TfdE pJP4            : WYP-VGHSFARSSSPN-FDQAATTVANARTLELLAMLKDPS-------
TcbE pP51            : WYD-AGHSFARASSPN-FSPEATRTANARTLEMLKRMKPIGTIGQ---
TfdE Bradyr.-ähnl. UO : LHPGAGHGFFNKVRSFGFHPQAAALAYTQSVEFIKTALKNVNKKAARP
                             ↑
Abb. 23: Alignment von Dienlacton-Hydrolasen. Aminosäuren, die vermutlich an der Katalyse beteiligt
sind, sind durch aufwärts gerichtete Pfeile gekennzeichnet (Ollis et al., 1992). Positionen, die in mind.
80 % der Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Für Referenzen und GenBank Accession No.
der publizierten Sequenzen s. Legende zu Abb. 6.
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ORF8 reicht von Position 9285 bis 10184. Seine Transkriptionsrichtung ist der der vorange-
henden ORFs entgegengesetzt (Abb. 27 A). Er codiert vermutlich für einen weiteren Transkrip-
tionsregulator vom LysR-Typ. Neben einer ganzen Reihe von mutmaßlichen Proteinen aus
verschiedenen Genomprojekten zeigte das abgeleitete Protein höchste Ähnlichkeit zu CrgA aus
Neisseria meningitidis 8013 (Deghmane et al., 2000) mit 30,8 % und AphB aus Vibrio cholerae
(Kovacikova & Skorupski, 1999) mit 27,8 % identischen Positionen. Die Ähnlichkeit zu den
Regulatoren der Catechol- und Chlorcatechol-Gencluster war dagegen deutlich geringer mit
z.B. 17,3 % identischen Positionen zu CatR aus P. putida PRS2000 und nur 14,2 % zu TfdR
aus Stamm TFD44 ( Abb. 26).
                         
                                   *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
ORF6tfd1 Sph.sp. TFD44:MLSHADNMKMCQTGRGTPMGEALRRFWIPVLLSEQLSEPDGPPRRLEIMGETFAAFRNTDGVVGILDEQCCHRGASLVLGRVEGCGIRCLFHGWKFAVDGTIMETPNVLD
OphA2 B. cepac. DBO1 :MLTHQENELLCRVEGDAPMGQLMRRHWTPVCLIEEVSEPDGAPVKARVFGEDLVVFRDSEGNVGVLDEYCPHRRASLVYGRNEDSGLRCLYHGWKFDVAGNVLEMVSEPA
Pht3 P. put. NMH102-2 :MLTPEENLLLCRVEGDAPMGQMMRRHWTPVCLLEEVSEPDGTPVRARLFGEDLVVFRDTDGRVGVMDEYCPHRRVSLIYGRNENSGLRCLYHGWKMDVDGNVVEMVSEPA
CbaA C. testost. BR60 :MALTKDNEDLVRVGRGTPMGGLMREYWIPALKSTELEAG-GSPVRLLLLGEKLVAFREPSGAVGVMDSRCPHRGVSLFMGRVEEGGLRCVYHGWKFSAEGKCVDMPSVRP
                                                                       ↑ ↑                ↑  ↑
                                 120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
ORF6tfd1 Sph.sp. TFD44:P----RFKEKFRAKSYPVREEGGMIWMYMGPAELEPPFPHWPYFDVPAEN-RLAVAFVVDECNFVQLGEALVDSSHLTILHKDIFARDSDT---VVAVAVKNAGAVAAPK
OphA2 B. cepac DBO1 :AS---SMTDKVKHKAYPVQEWGGMVWAYMGPQDAIPEFVPPAWAPTADT--RVSIAKALLPCNWAQILEGAIDSAHSSSLHSSDFVPARVGGAEATDKNWLRPSTDKAPR
Pht3 P. put. NMH102-2 :AS---NMCQKVKHTAYKTREWGGFVWAYMGPQDAIPEFVPPAWAPHEHV--RVSIAKAIIPCNWAQILEGAIDSAHSSSLHSSDFVPARVGGAEATSKNWLRPSTDKAPR
CbaA C. testost. BR60 :ED---EFKNSVRVARYPVKEMAGVVWVYMGTRKVLPELPRLEVLNLPEN--EVDVICLQRKSNWLQNLEGEIDTSHFNFLHVGGLHADEVP-----DDHPLKYTAQVAPQ
                                                                             ↓    ↓
                                   *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *
ORF6tfd1 Sph.sp. TFD44:IEVQETDFGLYYAATRAVPTEDGGTVDEVRLATFVAPFHYHNANGNFLG-----IIVPMTDTRTLHYFVWWDEEKQLGLEP--TRSAILRDGNLTEELLIQMGTHPDTWF
OphA2 B. cepac. DBO1 :LQVERTDYGFRYAALRRP-IFNANTHDYVRCTVFVAPGTVLIPPNNLYN--VANINVPMDDTNTAFYFIAWGDPETTPENE-----------TWRKFLRQQVGVDLDQYY
Pht3 P. put. NMH102-2 :MQVERTSYGFRYAALRRP-IQNAATSEYVRSTVFVAPATALIPPNNLYN--VANINVPIDDTHTAFYFMAWGNPDNTPETE-----------TWRKFLGQQVGIDLDDSY
CbaA C. testost. BR60 :YLVKETALGTCYAAQ----VPAEEDHTYTRFAHFLFPFWALIPQADIAQNILARAWVPMDDEHTMMFFFRWTGSKAKRLDTPLKSGSPMPGVTLTDMKYKENTTDWYGRW
                                 340         *       360         *       380         *       400         *       420         *       440
ORF6tfd1 Sph.sp. TFD44:LPDKPNRMNNYRQYREAMKNG-AWTGIPPLVPEDVVILSSSGAIRDRSKEILAPADIGVARLYRVFLRLADAIAN---GEEPSALYSNPMTIAGTHFLVPEARLGRILFQ
OphA2 B. cepac. DBO1 :RPLR-NHDNRFWQDRQAMKAG-NFTGISGFPNQDIAMWVTMGPIANRSDERLGGSDLAIVEFRRRMLDAITEFQQ-GDGTIGTGAKAIPREVCSYQAVVPKEIDWRTYAA
Pht3 P. put. NMH102-2 :RPLR-NDGNRFFQDREAMKNG-NFTGIKGFPNQDIAMWVTMGPIADRSDERLGASDLAVVEFRRVMLDALAAFQA-GESAIGTGEKAIPSRICSFQAIVSKDIDWRDYQA
CbaA C. testost. BR60 :QPLG-DESNDWLIDRDLQKVGRVFSGIYGIHAQDQAMTDSMGPIIDHGLEQLAPTDLMIVRTRRRILKALRAHEANGTLPPGVDEADQYFTPRSGYYLTPKSVDWETAYE
                                   *       460
ORF6tfd1 Sph.sp. TFD44:SMSR---------------------
OphA2 B. cepac. DBO1 :RYVSKKNPEPADQPSALATDYQVKQ
Pht3 P. put. NMH102-2 :RYVWALD----DANIVAEPDYEVHT
CbaA C. testost. BR60 :QRIEGLVR-----------------
 
Abb. 24: Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz von ORF6 aus Cluster tfd1 von Sphingomonas sp.
TFD44 mit Oxgenase-Untereinheiten verschiedener initialer Dioxygenasen des Aromatenabbaus. Positio-
nen, die in mind. 80 % der Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Aminosäuren, die an der Bin-
dung des [2Fe2S]-Clusters beteiligt sind, sind durch aufwärts gerichtete Pfeile, solche, die an der
Bindung von Eisen beteiligt sind, durch abwärts gerichtete Pfeile gekennzeichnet (gemäß den SwissProt
Einträgen von Pht3 und CbaA). GenBank Accession No. und Referenzen der publizierten Sequenzen:
OphA2 B. cepacia DBO1, AF095748 (Chang & Zylstra, 1998); Pht3 P. putida NMH102-2, D13229
(Nomura et al., 1992); CbaA C. testosteroni BR60, U18133 (Nakatsu et al., 1995).
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          *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
ORF7tfd1 Sph. sp. TFD44 :---------------------MTYPDTRLFIGGRWQDAADGRSLAVQNPATGLEIGRVAHCGRADLDRALDAAQRGFEIWRDLTPAERSKIMRRAAGLMRERADEIARLL
ChnE Acinetob.sp. SE19 :MGGIPHIPFCLTSVICQGCLIMNYPNIPLYINGEFLDHTNRDVKEVFNPVNHECIGLMACASQADLDYALESSQQAFLRWKKTSPITRSEILRTFAKLAREKAAEIGRNI
ChnE Ac.sp. NCIMB9871:---------------------MNYPNIPLYINGEFLDHTNRDVKEVFNPVNHECIGLMACASQADLDYALESSQQAFLRWKKTSPITRSEILRTFAKLAREKAAEIGRNI
TsaD2 C. testoster. T-2 :------------------MSTVLYRCPELLIGGEWRPGRHEQRLVVRNPATGEPLDELRLASADDLQLALQTTQQAFEHWRQVPAHERCARLERGVARLRENTERIAHLL
TsaD C. testoster. T-2 :------------------MSTVLYRCPELLIGGEWRPGRHEQRLVVRNPATGEPLDELRLASADDLQLALQTTQQAFEHWRQVPAHERCARLERGVARLRENTERIAHLL
                            
                            
        120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
ORF7tfd1 Sph. sp. TFD44 :TQEQGKPLHEAKIEAMAAGDIIEWFAEEGFRLYGRLVPHRTDIAIRQMVIKDAVGPVAAFTPWNFPINQVVRKISAALAAGCSMIVKAPEETPASPAELIRAFQDAGLPD
ChnE Acinetob. sp. SE19:TLDQGKPLKEAIAEVTVCAEHAEWHAEECRRIYGRVIPPR-NPNVQQLVVREPLGVCLAFSPWNFPFNQAIRKISAAIAAGCTIIVKGSGDTPSAVYAIAQLFHEAGLPN
ChnE Ac.sp. NCIMB9871:TLDQGKPLKEAIAEVTVCAEHAEWHAEECRRIYGRVIPPR-NPNVQQLVVREPLGVCLAFSPWNFPFNQAIRKISAAIAAGCTIIVKGSGDTPSAVYAIAQLFHEAGLPN
TsaD2 C. testoster. T-2 :TLEQGKTLAEARMECAMAADLIKWYAEEARRVYGRVIPAR-LPNSRMEVFKFPVGPVAAFSPWNFPLVLSARKLGGAIAAGCSIVLKAAEETPASVAAMVDCLNQE-LPP
TsaD C. testosteroni T-2 :TLEQGKTLAEARMECAMAADLIKWYAEEARRVYGRVIPAR-LPNSRMEVFKFPVGPVAAFSPWNFPLVLSARKLGGAIAAGCSIVLKAAEETPASVAAMVDCLNQE-LPP
                            
                                                                                                          
                            
          *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *
ORF7tfd1 Sph. sp. TFD44 :GVLNLVFGDPAEISNYLISSPIIRKITFTGSTPVGKLLASLAGKHMKRVSMELGGHAPAIVCEDADIGLAVKSLSASKFRNAGQVCIAPTRFLVHSSIKHAFADALAAAA
ChnE Acinetob. sp. SE19:GVLNVIWGDSNFISDYMIKSPIIQKISFTGSTPVGKKLASQASLYMKPCTMELGGHAPVIVCDDADIDAAVEHLVGYKFRNAGQVCVSPTRFYVQEGIYKEFSEKVVLRA
ChnE Ac.sp. NCIMB9871:GVLNVIWGDSNFISDYMIKSPIIQKISFTGSTPVGKKLASQASLYMKPCTMELGGHAPVIVCDDADIDAAVEHLVGYKFRNAGQVCVSPTRFYVQEGIYKEFSEKVVLRA
TsaD2 C. testoster. T-2 :GVVQLLYGVPAEVSQALIASPVVRKVTFTGSVPVGRHLAELSARHLKRITLELGGHAPVIVCGDADIARTVNLMVQHKFRNAGQACLAPTRFFVDRRIYGDFVDAFGAAT
TsaD C. testoster. T-2 :GVVQLLYGVPAEVSQALIASPVVRKVTFTGSVPVGRHLAELSARHLKRITLELGGHAPVIVCGDADIARTVNLMVQHKFRNAGQACLAPTRFFVDRRIYGDFVDAFG-AT
                            
                                                                                  
                            
        340         *       360         *       380         *       400         *       420         *       440
ORF7tfd1 Sph. sp. TFD44 :RDLRVGDGFADGTQIGPLANSRRLAAMAEFQQDAIEKGATLLTGGNRVGDVGNFWAPTVLSDVPLEARLFNDEPFGPVAGIRSFDRLEEAILEANRLSFGLAGYAFTKSL
ChnE Acinetob. sp. SE19:KQIKVGCGLDASSDMGPLAQARRMHAMQQIVEDAVHKGSKLLLGGNKISDKGNFFEPTVLGDLCNDTQFMNDEPFGPIIGLIPFDTIDHVLEEANRLPFGLASYAFTTSS
ChnE Ac.sp. NCIMB9871:KQIKVGCGLDASSDMGPLAQARRMHAMQQIVEDAVHKGSKLLLGGNKISDKGNFFEPTVLGDLCNDTQFMNDEPFGPIIGLIPFDTIDHVLEEANRLPFGLASYAFTTSS
TsaD2 C. testoster. T-2 :QALRVGAGMAAETQMGPVASARRQAAVQDLIARSVAAGARPVAS--AVPEAGYFVAPTLLADVPLDAPVMSEEPFGPVACAVPFDSLDQAIAQANHNPYGLAGYLFTDSA
TsaD C. testoster. T-2 :QALRVGAGMAAETQMGPVASARRQAAVQDLIARSVAAGARPVAS--AVPEAGYFVAPTLLADVPLDAPVMSEEPFGPVACAVPFDSLDQAIAQANHNPYGLAGYLFTDSA
                            
        
                            
          *       460         *       480         *       500
ORF7tfd1 Sph. sp. TFD44 :ATADILARRVEVGMLWVNSPATPTAELPFGGIKDSGYGTEGGPEALDNYINPRAVVVANV
ChnE Acinetob. sp. SE19:KNAHQISYGLEAGMVSINHMGLALAETPFGGIKDSGFGSEGGIETFDGYLRTKFITQLN-
ChnE Ac.sp. NCIMB9871:KNAHQISYGLEAGMVSINHMGLALAETPFGGIKDSGFGSEGGIETFDGYLRTKFITQLN-
TsaD2 C. testoster. T-2 :KAILAVSERLEVGSLAVNGMGVSVPEAPFGGVKDSGYGSESGTEGMEAFLDTKFMHYVA-
TsaD C. testoster. T-2 :KAILAVSERLEVGSLAVNGMGVSVPEAPFGGVKDSGYGSESGTEGMEAFLDTKFMHYVA-
                            
Abb. 25: Vergleich von ORF7 aus dem Gencluster tfd1 aus Sphingomonas sp. TFD44 mit verschiedenen
Aldehyd-Dehydrogenasen. Positionen, die in mind. 80 % der Sequenzen identisch sind, sind hervorgeho-
ben. GenBank Accesion No. und Referenzen für die publizierten Sequenzen: ChnE Acinetobacter sp.
SE19, AF282240 (Cheng et al., 2000); ChnE Acinetobacter sp. NCIMB9871, AB006902 (Iwaki et al.,
1999); TsaD C. testosteroni T-2, U32622 (Junker et al., 1997); TsaD2 C. testosteroni T-2, AF311820
(Tralau et al., 2001).
                                                                                                                
                          
          *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
ORF8tfd1 Sph.sp. TFD44:---MIGNEYRLFAAVVDAASLAGAGRALGISPSMVSKRLAALEERLGTRLVNRTTRRLSLTERGARFHDEVTAILASMREAERRVSDRTDHPSGPLRLSLPTSFGRLHVV
CrgA N. meningitidis   :-MKTNSEELTVFVQVVESGSFSRAAEQLAMANSAVSRIVKRLEEKLGVNLLNRTTRQLSLTEEGAQYFRRGQRILQEMAAAETEMLAVHEIPQGVLRVDSAMPMVLHLLA
AphB V. cholerae       :---MKLDDLNLFRLVVENGSYTSTSKKTMIPVATITRRIQALEDSLNLRLLNRHARKLTLTEAGERFYKDCSPLLERLASMTEEITDECRGASGRIRISAPSNLTKRMMM
RbcR A. vinosum        :-MHVSLRQLRVFEAVARHNSYTRAAEELHLSQPAVSMQVRQLEDEIGLSLFERLGKQVVLTEAGREVFHYSRAIGQSLREMEEVLESLKGVSRGSLRIAVASTVN-YFAP
LysR E. coli :MAAVNLRHIEIFHAVMTAGSLTEAAHLLHTSQPTVSRELARFEKVIGLKLFERVRGRLHPTVQGLRLFEEVQRSWYGLDRIVSAAESLREFRQGELSIACLPVFSQSFLP
CatR P. put. PRS2000 :---MELRHLRYFKVLAETLNFTRAAELLHIAQPPLSRQISQLEDELGTLLIARE-RPLRLTEAG-RFFYEQTCTVLQLQNISDNTRRIGQGQRQWLGIGFAPSTLYNVLP
TfdR Sph.sp. TFD44   :---MEFRQLRYFVAVAEEGNLTAAARKLHVSQPPITRQIKQLEDELGVELLVRSSKGVQVTEAGKLFLVEAKRLLDISHTAIEKSRAAQAGELGRLDIGYFGATIYTVVP
                                                                                                                
                          
        120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
ORF8tfd1 Sph.sp. TFD44:PHLKAFLDTWPDIELTLDMSDG---LRDLFAERIDVAIRITAAITSGLTAHHLAPSRRLLCAAPSYLEAYGAPRSIADLGHHRLLAATG---QLPWQLDGPSGPRIVRG-
CrgA N. meningitidis    :PLATKFNERYPHIRLSLVSSEG---YINLIERKVDIALRAGELDDSGLRARHLFDSRFRVIASPEYLAKHGTPQSAEELAGHQCLGFTEPGSLNTWAVLDAQG-NPYKI-
AphB V. cholerae       :PMFNAFMEKYPDIHIELMMSNQ---ADDLDPTEWDVIFRVGPQRDSSLIARKIGEVKDILVASPQYLSSHPQPTHAEELHQHQLLKGYP---LLKWQLTNSQGETVVNSD
RbcR A. vinosum        :RLMAIFQQRHSGIGLRLDVTNRESLVQMLDSNSVDLVLMGVPPRNVEVEAEAFMDNPLVVIAPPDHPLAGERAISLARLAEETFVMREE--GSGTRQAMERFFSERGQTI
LysR E. coli              :QLLQPFLARYPDVSLNIVPQESPLLEEWLSAQRHDLGLTETLHTPAGTERTELLSLDEVCVLPPGHPLAVKKVLTPDDFQGENYISLSR--TDSYRQLLDQLFTEHQVKR
CatR P. put. PRS2000 :ELIRELRQ-DSELELGLSEMTTLQQVEALKSGRIDIAFGRIRIEDAAIAQQVLREDPLVAVLPKGHPLAG-SPLSLAQLAGEAFILYPANPRPSYADHVLALFAQHGMSI
TfdR Sph.sp. TFD44   :QLVRTFMTARPHISVKIQRASKDEQVARLRDGQLGIGFARYYSVDHDLQTMRIGEERLYLAERLDAAQPPSPIDGLEKIHGRSLTVFPQLGRPGFADEVLRFLMTVNVQP
                                                                                               
                          
          *       240         *       260         *       280         *       300         *
ORF8tfd1 Sph.sp. TFD44:RSAVNTNSSEAVRELALAGVGIALRSIWDVGTELRERELIPVLPAYQGSLETGIYAVYPAGAPPTAAARACIEFLEALFARMEWAAGGG----
CrgA N. meningitidis    :SPHFTASSGEILRSLCLSGCGIACLSDFLVDNDIAEGKLIPLLAEQTSDKTHPFNAVYYSDKAVNLRLRVFLDFLVEELGNNLCG--------
AphB V. cholerae       :RGRFQASALNVVRSACSEGLGITLMPDVMLREFLEDGSLVQVLSDWSSNPRD-IYMLYNHKDHQPEKVRLFIDFVIGYHLQ------------
RbcR A. vinosum        :RHGMQMTRNEAVKQAVRSGLGLSVVSLHTIELELETRRLVTLDVEGFPDRRQ-WYLVYRRGKRLSPAAGAFREFVLSEAARMHCRLG------
LysR E. coli              :RMIVETHSAASVCAMVRAGVGISVVNPLTALDYAASGLVVRRFSIAVPFTVSLIRPLHRPSSALVQAFSGHLQAGLPKLVTSLDAILSSATTA
CatR P. put. PRS2000 :RVSQWANELQTAIGLVAVGVGVTLVPASVQQQHRTDIEYVGLLDSS----AVSPIILSRRKGDVSPIVQRCLGLIALQIV-------------
TfdR Sph.sp. TFD44   :AMTDPAEDVFAALAMVLVSDSLSIVPESVARLAWPG---ICFSPIEHPAAVSAISCVFLRDGR-PPVVDAFLASLAESDSTSV----------
                                                                                                
Abb. 26: Alignment von ORF8 mit LysR-Regulatoren, die im Datenbankvergleich die höchste Ähnlichkeit
zeigten. Zum Vergleich sind außerdem CatR aus P. putida PRS2000 und TfdR aus Stamm TFD44 abge-
bildet. Positionen, die in mind. 80 % der Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Referenzen und
GenBank Accession No. der publizierten Sequenzen: CrgA N. meningitidis, AF190471 (Deghmane et al.,
2000); AphB V. cholerae, AF148502 (Kovacikova & Skorupski, 1999); RbcR A. vinosum, M64032 (Viale
et al., 1991); LysR E. coli, J01614 (Stragier & Patte, 1983); CatR P. putida PRS2000, U12557 (Houghton
et al., 1995).
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Die ORFs tfdD, tfdR, tfdF, tfdC und tfdE bilden ein komplettes Chlorcatechol-Gencluster, das im
Folgenden als tfd1 bezeichnet wird. ORF6 und ORF7 könnten dagegen für Proteine codieren,
die zu einem oberen Abbauweg des Aromatenabbaus gehören.
Abb. 27: Klonierungsstrategie und Aufbau der beiden Chlorcatechol-Gencluster, tfd1 (A) und tfd2 (B),
aus Sphingomonas sp. TFD44. Dargestellt sind die Hauptklone mit den jeweiligen zur Subklonierung ge-
nutzten Restriktionsenzymen. Darunter ist die Lage der gefundenen Gene angegeben. Die Richtung der
Pfeile entspricht der Transkriptionsrichtung. tfdD, Chlormuconat-Cycloisomerase; tfdR, LysR-Regulator;
tfdF, Maleylacetat-Reduktase; tfdC, Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase; tfdE, Dienlacton-Hydrolase.
3.2.1.3 Sequenzanalyse von pTFD1 und pTFD2
Die Sequenzierung von pTFD1 und pTFD2 ergab eine Sequenz von insgesamt 4709 bp. Es
konnten 7 ORFs identifiziert werden, von denen drei für Enzyme des Chlorcatechol-Abbaus
codieren (Abb. 27 B).
ORF1 reicht von Position 372 bis 848. Das abgeleitete Protein hat eine Länge von 158 AS und
ein Molekulargewicht von 18259,75 Da. Der Datenbankvergleich ergab Ähnlichkeiten zu kleinen
Untereinheiten (UE) von verschiedenen Dioxygenasen. Die höchste Ähnlichkeit bestand zu
AndAd, der kleinen UE einer Anthranilat-Dioxygenase aus B. cepacia DBO1 (48 % identische
Positionen) (Chang et al., 2003), zu OhbA, der UE einer o-Halobenzoat-1,2-Dioxygenase aus
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P. aeruginosa 142 (44,3 % identische Positionen) (Tsoi et al., 1999) und zu AhdA2d, der UE
einer Salicylat-Hydroxylase aus Sphingomonas sp. P2 (42 % identische Positionen) (Pinyakong
et al., 2003) (Abb. 28).
Der zweite ORF (Positionen 954-1727) codiert für eine Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase (257
AS, 28238,67 Da) und wurde deshalb tfdC2 genannt. Die Aminosäuresequenz zeigte am
meisten Ähnlichkeit zu TfdC aus Stamm TFD44 mit 64 % identischen Positionen (Abb. 22).
Der dritte ORF (Positionen 1755-2477) codiert für eine weitere mutmaßliche Dienlacton-Hydro-
lase und wurde deshalb tfdE2 genannt. Auch hier war die Ähnlichkeit am größten zu dem
Enzym des ersten Genclusters aus Stamm TFD44 (TfdE) mit 45 %, aber auch zu TfdE aus
V. paradoxus TV1 (Vallaeys et al., unveröffentlicht) mit ebenfalls 45 % identischen Positionen
(Abb. 23).
ORF4 reicht von Position 2474 bis 3535. Dabei bilden die letzten beiden Nukleotide seines
Startcodons die ersten beiden Nukleotide des Stoppcodons von tfdE2. Auf Grund der Ähnlich-
keit seines Genproduktes zu bekannten Maleylacetat-Reduktasen wurde er tfdF2 genannt. Die
Ähnlichkeit war dabei am größten zu ClpF aus D. lusatiensis S1 (Fritsche, 1998) mit 57,8 %
identischen Positionen, und erst dann zu TfdF des ersten Genclusters aus Stamm TFD44 mit
54,7 %, gefolgt von TfdF aus dem Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO  (Gröning, pers.
Mitteilung) mit 54,1 % identischen Positionen ( Abb. 21).
Das Genprodukt von ORF5 (Positionen 3604-3930) besteht nur aus 108 AS und hat ein Mole-
kulargewicht von 11641,12 Da. Es wies deutliche Ähnlichkeiten zu Ferredoxin-UE von
verschiedenen Dioxygenasen des Aromatenabbaus auf. Mit 48 % identischen Aminosäuren war
                                                                                                                
                                     *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
ORF1tfd2 Sph.sp. TFD44:----------------MNQAIALR--SEIQELLDSYVETIDNDDLEAWPDHFTDDCLYEIIPKENVDFDLPAPLIRCENKHMLRDRVTALRNANIYPPTIYRHFVSGLKI
AndAd B. cepac. DBO1 :-------------MENLTEDMKTW--FEIYMLQNRYIGHLDNDRLERWPEMFTEDCTYEIVPKENADLGLPVGIVHCTNQRMLRDRVVSLRHANIYEEHTYRHMTSGLAI
OhbA P. aerugin. 142 :MNTDSPLKAIQPPADEQAWAVRARRQFEAEQLLYAYVEYIDDDRLEELPELFTEDGSYQIISRENVERGLPAPTMGCSNRNMLIDRIVSLRHANIYSQHAYRHVLSNVRV
AhdA2d Sph. sp. P2 :---------------MVDP----VLQGLVDSLNAAYGLCLDDGRLEEWPEFFVDDCLYQVIARENVDNGLPAAVMYCDSKGMLVDRVVALRRANVFPEHFSRHLISRAVL
AhdA2c Sph. sp. P2 :--------------MLLDTPSRYELQQLTSELNALYAELIDDDRLEEWPELFVSDCVYTVISRENFERNMDSAAIYCDSRGMLVDRIVSLRKANIFPVHAYRHILGPTRM
HybC P. aerugin. JB2 :-------------------MIDVQTYMDLNKLYADYASVIDAEKWDEWAEFFEEDCEYKVQPRENHERGYPLATMWFISKNMLKDRAYGIVETLFHDPYYQRHVVGAPRI
                                                                                                                 
                                   120         *       140         *       160         *
ORF1tfd2 Sph.sp. TFD44:SRHQGDEVEFTANYLVMSTGLEGETKIYQAGRYVDRAVRLDGRWRFASKRAIFDTSRVATLLALPI
AndAd B. cepac. DBO1 :VAQRDGEIDTESNYVVVQTRSNGESNVYQAGKYYDTVVRTPDGLRYKAKRVIYDTSRVQTLLATPI
OhbA P. aerugin. 142 :KAMEGDEALVQSNYVVMATRGDGIARVYSTGKYVDRLVFEEDGPKFKQKRVIFDTQLIDTLLVRPL
AhdA2d Sph. sp. P2 :TGIDGDTVSAEASYALLQTRNDGETRIYNAGKYADRLLINDGVAKLVSRMCVYDTHRIATLLATPI
AhdA2c Sph. sp. P2 :VSTTGALAKTQTNYAVLMTRTDGHTTIYNSGKYIDEIDLSGERPLFRSKIAVFDTNLIDTMMVRPI
HybC P. aerugin. JB2 :LSFENGVIESEANYAVFRTKLDGESTVFNVGRYLDRIVVTDKGLKFKSRACIYDSEMIPNSIIYPI
                                                                    
Abb. 28: Alignment von ORF1 aus Gencluster tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44 mit kleinen UE ver-
schiedener Dioxygenasen. Positionen, die in mind. 80 % der Sequenzen identisch sind, sind hervorgeho-
ben. Referenzen und GenBank Accession No. der publizierten Sequenzen: AndAd B. cepacia DBO1,
AY223539 (Chang et al., 2003); OhbA P. aeruginosa 142, AF121970 (Tsoi et al., 1999); AhdA2d und
AhdA2c Sphingomonas sp. P2, AB091692 (Pinyakong et al., 2003); HybC P aeruginosa JB2, AF087482
(Hickey et al., 2001).
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die Ähnlichkeit am größten zu AndAb, einer weiteren UE der Anthranilat-Dioxygenase aus
B. cepacia DBO1 (Chang et al., 2003), und CarAc, einer UE einer Dioxygenase aus
Sphingomonas sp. CB3, die am Carbazol-Abbau beteiligt ist (Shepherd & Lloyd-Jones, 1998)
(Abb. 29).
ORF6 ist nicht vollständig auf pTFD1 kloniert. Er beginnt jedoch bei Position 3920. Er überlappt
damit deutlich mit ORF5. Der Datenbankvergleich zeigte, dass das Genprodukt von ORF6
Ähnlichkeiten zu einer weiteren UE von Dioxygenasen des Aromatenabbaus aufweist, der
Ferredoxin-Reduktase. Die Ähnlichkeit war dabei am größten mit 40,8 % identischen Positionen
zu MocF aus Sinorhizobium meliloti L5-30 (Bahar et al., unveröffentlicht) und Rhizobium
leguminosarum 1a (Bahar et al., 1998), die am Rhizopin Katabolismus beteiligt sind. 40 %
identische Positionen wies es noch zu MopA aus B. cepacia Pc701 auf, das am 4-Methyl-
phthalat Katabolismus beteiligt ist (Saint & Romas, 1996) (Abb. 30).
Stromaufwärts von ORF1 befindet sich eine Region, die zu 100 % identisch mit der Insertions-
sequenz IS6100 (Martin et al., 1990) ist. Sie beginnt bei Position 365. Der ORF der zugehörigen
Transposase (tnpA) beginnt bei Position 334. Seine Transkriptionsrichtung ist der von ORF1
entgegengesetzt (Abb. 27 B).
Da kein Gen für eine Chlormuconat-Cycloisomerase gefunden wurde, bilden tfdC2, tfdE2 und
tfdF2 ein unvollständiges Chlorcatechol-Gencluster. Ebenso konnte kein Gen für einen
Regulator gefunden werden. Im weiteren Verlauf wird das Gencluster tfdC2E2F2 auch als tfd2
bezeichnet.
                                                                                                                
                                    *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
ORF5tfd2 Sph.sp. TFD44:------------------------------MSWIDIGPVGIVDEGEVAGVNANGTPLAIFCKEGRFFALHDLCTHGQARLSEGFVEDGCIECPLHQGLFDIETGEPKSPP
AndAb B.cepacia DBO1 :------------------------MTEATLAEWHPLGAIDEFTEDEPAARVAGQKPIAVFRIGDELFAMHDLCSHGHARLSEGYVEDGCVECPLHQGLIDIRTGAPKCAP
CarAc Sph. sp. CB3     :------------------------------MRWIDAGGAAELDVDEVAKFDADVGPLAIYHTDGGYFATQDTCTHAVASLSDGFVEDGMIECPLHAAKFCIRTGKAKSLP
PhaAb C. testosteroni H :----------------------------MTQNWIDAACLDDIPEGDVVGVKVNGKEIALYEVEGEIYATDNLCTHGAARMSDGFLEGREIECPLHQGRFDVCTGKALCTP
NbzAb Com. sp. JS765 :MSSLSRTVRVRQRDDPQLPHLPHLRLQNMSENWIDAIARDAVPEGDVVGVIVAGKDIAFYEVEGEVFATDNLCTHGAARLSDGFLEGREIECPLHQGRFDVCTGKALCTP
                                                                                                                
                                  120         *
ORF5tfd2 Sph.sp. TFD44:VTVPVRTYGVRENNGRLEVMLESQADEG-
AndAb B.cepacia DBO1 :ITEPVRVYPIRIVDGQVEVNVG-------
CarAc Sph. sp. CB3     :ATEPLETYPVQVVDGRILVGLPLELGAEA
PhaAb C. testosteroni H :LTKDIKTYPVKIENMRVMLKME-------
NbzAb Com. sp. JS765 :LTQDIKTYPVKIENMRVMLKLD-------
                                
Abb. 29: Alignment von ORF5 aus Gencluster tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44 mit verschiedenen
Ferredoxin-UE von bekannten Dioxygenasen des Aromatenabbaus. Positionen, die in mindestens vier
der fünf Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. GenBank Accession No. und Referenzen der
publizierten Sequenzen: AndAb B. cepacia DBO1, AY223539 (Chang et al., 2003); CarAc Sphingomonas
sp. CB3, AF060489 (Shepherd & Lloyd-Jones, 1998); PhaAb C. testosteroni H, AF252550 (Moser &
Stahl, 2001); NbzAb Comamonas sp. JS765, AF379638 (Lessner et al., 2002).
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3.2.2 Charakterisierung der Gene in Sphingomonas sp. EML146
3.2.2.1 Klonierung der Gene aus Sphingomonas sp. EML146
Die Klonierungsstrategie war ähnlich zu der für Stamm TFD44. Auf Grund der hohen Ähn-
lichkeit der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase Fragmente von Stamm EML146 und Stamm TFD44
wurde dieselbe Sonde (TFD44/Diox) verwendet.
Gemäß der Bande auf dem Southern-Blot in Abb. 31 wurde eine angereicherte Genbank mit ca.
4 kb großen HindIII-Fragmenten von Stamm EML146 angelegt und gescreent. Dabei konnten
insgesamt 8 positive Klone identifiziert werden, die durch PCR mit dem Primerpaar
fw-cldioxmt/rev-cldioxmt überprüft wurden. Die Plasmide wurden pEML1/1-8 genannt. Ein
Restriktionsverdau mit HindIII, der eigentlich nur das Insert aus dem Vektor wieder
herrausschneiden sollte, zeigte, dass nicht alle 8 Plasmide identisch waren. Nur bei pEML1/4
                                                                                                                
                                      *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *
ORF6tfd2 Sph.sp. TFD44:---------MKDEVFVVVGGGQAGGWIIKTLGVEGFSGRIVLIGDERHPPYERPPLSKNALRDAEAVSETALLSIENLAEAKVESWLGEEVVKIDRSAQTVRCASGRENR
MocF S. meliloti        :-----------MSRIVIVGAGECGARAAFALREKGFDGGITLIGAEPDLPYERPPLSKEGLAAAAPPKYLAD--AMRYQEARITVLTNAPVARIDRDEKAVELADGRSVA
MocF R.leguminosarum :MTRRFTRRGGKMSKIIIVGGGECGARAAFALREQGFNGDITLIGAEPHLPYERPPLSKTGLASAAPPQYVAG--PARYEEARITILTGVPVDTVDRQSKLVRLSDGRKFP
ThcD Rhod. sp. NI8621 :-----------MS-IVIIGSGQAGFEAAVSLRSHGFSGTITLVGDEPGVPYQRPPLSKAYLHSDPDRESLALRPAQYFDDHRITLTCGKPVVRIDRDAQRVELIDATAIE
CmtAa P. putida F1 :-------MGEDISKIVIIGAGQAGATVAFGLRRNGFAGEITLVGEESHLPYERPQLSKEMLRPEASAHKSIKT-RADYEEQSILLELGCKVVRADAQAHSIVLDDGRQLA
MopA B. cepacia Pc701 :--MAYHSTNPLLSRVVIVGAGQAAAAVAKTLRAEGHRGEIMMLGAERVGPYERPPLSKAWLSAENVPEIAALLEKSEAGQSDVDLRTGVNVTRIDRPSCTVHVDDGSEIC
                                                                                                                
                                                                                                                
                                    120         *       140         *       160         *       180         *       200         *       220
ORF6tfd2 Sph.sp. TFD44:YDRLFLATGSRPRVPDWMAGQK-SDRIHLLRTIDDAAALRSSLSGTKHLLIVGGGWIGLEVAATVRSLGIAVTVVEAAPRLCQRSVPEPVSDWLRSLHEGHGVAFVMGRS
MocF S. meliloti :YDRLLLATGAPPRVFPGAPENS--ERIRMLRTHADALAIRAALAPGRKLAVIGGGFIGLELAATARKLGAEVGVIEGLPRILSRGVPKEIAAIVDERHRREGVKILCGAR
MocF R.leguminosarum :YDQLLLATGARPRPFAGVSGDPGLGRICMLRNHGDAVAIHEALAPGKSLAVVGGGFIGLEIAATARKLGAEVLLIESSPRVLSRGVPAEIAKVVTERHRQEGVNILCGEQ
ThcD Rhod. sp. NI8621 :YDHLILATGARNRLLP-VPGAN-LPGVHYLRTAGEAESLTSSMASCSSLVVIGAGFIGLEVAAAARKKGLDVTVVEAMDRPMARALSSVMSGYFSTAHTEHGVHMRLSTG
CmtAa P. putida F1    :FDRLVIATGVQPRRLSSAFQGA--HRVHYLRTLEDAARLRADLEAGKSLAIVGGGVIGLEVAAAARALNCPVTLIEAADRLMSRSVDEVVSAYLDRAHRRNGVDIRYGVA
MopA B. cepacia Pc701 :FDRLVIATGGRARRLAVPGDAS--DQIAYLRTIDDALHIRRGLKAGKRLLLIGGGWIGLETACSARKLGVDVVLVEAAQRLCERTVPAIVGERLLGIQRSLGVDVRLGAG
                                                                                                               
                                                                                                               
                                      *       240         *       260         *       280         *       300         *       320         *
ORF6tfd2 Sph.sp. TFD44:VDQL-VEQPDGIMLELDDGTARMADRVLVCVGAIPNVALAELAGLDVSNGILVDEF------------------------------------------------------
MocF S. meliloti     :IATI-GHQGDGANILLADGGSIAADLLVVGIGATPNTELAEAAGLAVEDGIPVDETLRTSDPDIFAAGDCCSFPLSHYHGRRVRLEAWRNAQEQGTLVAANLMGAAKLVA
MocF R.leguminosarum :ITSI-ATENDKVQILFANGTTRLADIVVVGIGVIPNVELAEAAGLLIDNGIAVDATLRTSDPDIFAAGDCCSFPLSHYRERRVRLEAWRNAQDQGMLVAANLLGRGLAIA
ThcD Rhod. sp. NI8621 :VKTINAADGRAAGVTTNSGDVIHADAVVVGIGVVPNIELAALTGLPVDNGIVVDEYLRTPDENISAIGDCAAYPIPGKAG-LVRLESVQNAVDQARCLAAQLTGTSTHYR
CmtAa P. putida F1  :ATEL-LDDGR---LRLSDGGTVPAEAVLVGIGVTPNIEGFEHLDITDATGVRVDAYSQTVVPGIFATGDIASQPNGGGFG---RIETWANAQDHALNLVKNLMGEAVPYE
MopA B. cepacia Pc701 :IEQLSKLPGGRYAASLS-GVREEFDLVVAGVGMVANDELAAEAGLPCAGGVLCDVEGRTVDPHVFACGDVASFEHPSGPIGMRRLESWDNAQQQGAACARAILGKRAAAH
                                                                                                               
                                                                                                                
                                    340         *       360         *       380         *       400         *       420         *       440
MocF S. meliloti :SVPWFWSDQYELTLQIAGLADDAAVTVRR-DLSDDASFLFHLDGEGRLIAASAIGP-GNAVARDIRLAEMLIATGSRPDP----------------AALASPETKLKKLL
MocF R.leguminosarum :SVPWFWSDQYELTLQIAGLSDGAATTVRR-DLDQGAFILFHLDGEDRLIAASGIGP-GNAVARDIRLAEMLIAAKRRLDP----------------EALASPKTNLKKLL
ThcD Rhod. sp. NI8621 :SVPWFWSEQYESKLQMAGLTAGADTHVVRGSVDSGVFSIFCFLGTRLLGVESVNKPRDHMAARKILATEMPLTPEQAADTDFDLKLAIARHKDTHKDEVASADIGERQVV
CmtAa P. putida F1    :APVWFWSDQGPINLQVVGDAANGRRIVRG-DEHGDVFSVFRLDANQQVIGCATVNS-----PKDMAVARRWVKQRSSVDP----------------QRLADPTIPLRDCA
MopA B. cepacia Pc701 :PLPWFWSDQGDVNIQILGFPNATATPVVR--EGDGKATLVWLEEHAADEPAQIVAAVCINAPADMPILRRMWQKGVRVDR----------------KTLAVQEVSLKSLL
                                                                                                               
                
                                      *
MocF S. meliloti     :GV------------
MocF R.leguminosarum :AA------------
ThcD Rhod. sp. NI8621 :AS------------
CmtAa P. putida F1 :V-------------
MopA B. cepacia Pc701 :QRSAGAARNGGANT
                 
Abb. 30: Alignment von ORF6 von Gencluster tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44 mit Ferredoxin-Reduk-
tasen bekannter initialer Dioxygenasen des Aromatenabbaus in Bakterien. Positionen, die in fünf der
sechs Sequenzen identisch sind, sind hervorgehoben. Referenzen und GenBank Accession No. der
publizierten Sequenzen: MocF S. meliloti L5-30, AF076471 (Bahar et al., unveröffentlicht); MocF R.
leguminosarum 1a, AF076240 (Bahar et al., 1998); ThcD Rhodococcus sp. NI86/21, U17130 (Nagy et al.,
1995); CmtAa P. putida F1, U24215 (Eaton, 1996); MopA B. cepacia Pc701, U29532 (Saint & Romas,
1996).
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ließ sich das Insert mit HindIII wieder herausschneiden. Bei pEML1/2 wurde das Plasmid
lediglich linearisiert. Die übrigen Plasmide wurden durch das Enzym gar nicht geschnitten (Abb.
32). Bei diesen Plasmiden muss es bei der Passage durch E. coli DH5α in irgendeiner Weise
zu Rekombinationsereignissen gekommen sein, bei denen die ursprünglichen HindIII-
Schnittstellen aus den Plasmiden entfernt wurden.
Die spätere Sequenzanalyse ergab, dass die Plasmide pEML1/1,3,5-8 identisch sind. Ihre
Sequenz ist außerdem identisch mit der von pEML1/2, dessen Insert jedoch deutlich länger ist.
Die Sequenz des Inserts von pEML1/4 zeigt zwar eine hohe Ähnlichkeit zu den übrigen, ist aber
nicht identisch.
Zunächst war das Insert von pEML1/1 sequenziert worden. Auf diesem Fragment war die
mutmaßliche Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase fast vollständig vorhanden. Desweiteren konnte
ein Teil einer mutmaßlichen Maleylacetat-Reduktase identifiziert werden. Um die Sequenz der
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase zu vervollständigen wurde ein zweiter Southern-Blot
durchgeführt und mit der TFD44/Diox-Sonde hybridisiert (Abb. 33). Es wurden ca. 2-3,5 kb
große ClaI-Fragmente kloniert. Von den 160 gescreenten Kolonien war eine positiv. Das
Plasmid dieses Klons wurde pEML2 genannt. Desweiteren wurden ca. 4 kb große EcoRI-
Fragmente kloniert. Von den ca. 700 gescreenten Kolonien waren 15 positiv. Von diesen 15
wurde willkürlich ein Klon (Kolonie I120) für die Subklonierung und Sequenzierung ausgesucht.











































































Abb. 31: Gelelektrophorese des Restriktionsverdaus (links) und zugehöriger Southern-Blot (rechts) zur
Klonierung eines Chlorcatechol-Genclusters aus Sphingomonas sp. EML146. Genomische DNA wurde
mit den angegebenen Restriktionsenzymen verdaut und im 1%igen Agarose-Gel aufgetrennt. Das Gel
wurde geblottet. Der Blot wurde mit der TFD44/Diox Sonde hybridisiert.























Abb. 33: Southern-Hybridisierung genomischer DNA aus Sphingomonas sp. EML146 zum Auffinden
eines überlappenden Fragments von pEML1/1. Die Hybridisierung erfolgte mit der TFD44/Diox Sonde.
Die Fragmente von pEML2 (ClaI) und pEML3 (EcoRI) sind hervorgehoben. Als Marker diente mit HindIII










































Abb. 32: Gelelektrophorese der pEML1-Klone nach dem Restriktionsverdau mit HindIII. Als Marker
wurde die 1 kb-Leiter von Peqlab verwendet. Nur pEML1/4 zeigt die erwarteten Fragmentgrößen von ca.
3 kb (Vektor) und ca. 4 kb (Insert). pEML1/2 ist lediglich linearisiert. pEML1/1,3,5-8 wurden gar nicht
geschnitten.
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3.2.2.2 Sequenzanalyse der pEML-Klone
Schon beim Ansequenzieren der Klone pEML1/1, pEML1/2 und pEML1/4 zeigten sich die nach
dem Ergebnis des Restriktionsverdaus in Abb. 32 zu erwartenden Unterschiede. Während die
Fragmente von pEML1/1 und pEML1/2 an einem Ende identische Sequenzen aufwiesen, sich
am anderen jedoch unterschieden, war die Sequenz von pEML1/4 an beiden Enden sowohl von
pEML1/1 als auch von pEML1/2 verschieden.
Die vollständige Sequenzanalyse der pEML1-Klone ergab, dass die klonierten Fragmente von
pEML1/1 und pEML1/2 in ihrer Sequenz identisch sind, wobei pEML1/1 eine verkürzte Variante
von pEML1/2 zu sein scheint. Beiden Fragmenten fehlen jedoch die ursprünglich zur Klonierung
verwendeten HindIII-Schnittstellen. pEML1/1 und pEML1/2 sind auf DNA Ebene 100% identisch
mit dem Cluster tfd1 aus Stamm TFD44. Der Vergleich mit dieser Sequenz zeigte, dass bei der
Sequenz von TFD44 genau an den Stellen wo die Inserts von pEML1/1 und pEML1/2 auf der
T7-Seite des Vektors enden in beiden Fällen eine SalI-Schnittstelle liegt (Abb. 34 und Abb. 35
B). Auf der T3-Seite liegt in beiden Fällen eine PstI-Schnittstelle (Abb. 34 und Abb. 35 A). In
pEML1/1 und in pEML1/2 sind an beiden Enden sowohl ein Teil des ursprünglichen Inserts als
auch ein Teil der Vektorsequenz verloren gegangen.
Die Linearisierung von pEML1/2 durch Restriktionsverdau mit HindIII erfolgte durch eine interne
HindIII-Schnittstelle des klonierten Fragmentes (Abb. 36 A), die wohl auf einen unvollständigen
Verdau der zur Klonierung verwendeten DNA zurückzuführen ist. Der Verlust der endständigen
HindIII-Schnittstellen zusammen mit einem Teil der Vektorsequenz kann dagegen nur durch
Rekombinationsereignisse in E. coli DH5α erklärt werden.
Abb. 34: Lage von pEML1/1 und pEML1/2 im Vergleich zu Cluster tfd1 aus Sphingomonas sp. TFD44.
Die schwarzen Pfeile deuten auf die Restriktionsschnittstellen, die die Enden von pEML1/1 und pEML1/2
markieren. Der graue Pfeil deutet auf die interne HindIII-Schnittstelle von pEML1/2.
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A                                                     
                    PstI               HindIII
pBSIISK+ : CCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCG
pEML1/1  : CCCCCGGGCTGCAGCGGCGTGCGCCAAGGCAGGTGCGAGCTC
pEML1/2  : CCCCCGGGCTGCAGCGGCGTGCGCCAAGGCAGGTGCGAGCTC
B
                  SalI            HindIII
pBSIISK+ : CTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGA
pEML1/1  : CTCGAGGTCGACGCCATCAAGCGCGCGCT
pEML1/2  : CTCGAGGTCGACGATCGTCGCCGTGACGG
Abb. 35: Darstellung der Vektor/Insert Verbindungsstellen von pEML1/1 und pEML1/2 auf der T3-Seite
(A) und der T7-Seite (B) des Vektors. Über den Sequenzen der beiden Klone ist zum Vergleich die Vek-
torsequenz (grau hinterlegt) mit den Restriktionsschnittstellen abgebildet. Auf der T3-Seite stimmen die
Sequenzen der beiden Klone überein. Auf der T7-Seite geht die Vektorsequenz beider Klone nur bis zur
SalI-Schnittstelle. An beiden Enden fehlt die zur Klonierung der Fragmente benutzte HindIII-Schnittstelle.
Die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme sind schwarz unterlegt.
Abb. 36: Klonierungsstrategie und Zusammensetzung der beiden Chlorcatechol-Gencluster, tfd1 (A) und
tfd2 (B), aus Sphingomonas sp. EML146. Dargestellt sind die Hauptklone mit den Schnittstellen, der zur
Subklonierung verwendeten Restriktionsenzyme. Darunter ist die Lage der detektierten Gene angegeben.
Die Transkriptionsrichtung ist durch die Pfeilrichtung angezeigt.
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Das Fragment von pEML2, dass ursprünglich kloniert worden war, um ein überlappendes
Fragment zu pEML1/1 zu erhalten, stimmt in seiner Sequenz nicht mit dessen Sequenz
überein. Es stellt vielmehr einen Subklon von pEML1/4 dar (Abb. 36 B). Auch das Fragment von
pEML3 weist in seiner Sequenz Unterschiede zu den Sequenzen von pEML1/1 und pEML1/2
auf. Seine Sequenz ist in dem überlappenden Bereich identisch mit der von pEML2 und
pEML1/4.
Es konnten somit zwei verschiedene Gencluster in Sphingomonas sp. EML146 nachgewiesen
werden, die jedoch eine hohe Ähnlichkeit zueinander aufweisen. Eines, im folgenden als tfd1
bezeichnet, scheint soweit es kloniert und sequenziert ist, identisch mit tfd1 aus Sphingomonas
sp. TFD44 zu sein.
Das zweite, im Folgenden als tfd2 bezeichnet, ist in seinem Aufbau zwar gleich tfd1 aus Stamm
TFD44, allerdings wird hier ORF6 von dem IS-Element IS6100 (Martin et al., 1990) unter-
brochen. Ein Vergleich der DNA-Sequenzen von tfd1 aus Stamm TFD44 und tfd2 aus Stamm
EML146 zeigt eine Reihe von Basenunterschieden, die jedoch nur vereinzelt zu Amino-
säureaustauschen in den abgeleiteten Proteinen führen. Die Basenaustausche häufen sich
jedoch in den Bereichen zwischen den einzelnen Genen, besonders zwischen tfdR und tfdF
und zwischen tfdF und tfdC. Hier sind auch größere Deletionen festzustellen (Abb. 37).
In Tab. 12 sind die genauen Positionen der einzelnen Gene in den Sequenzen der beiden
Gencluster aufgeführt. Durch die Basenaustausche sind für tfdR zwei Startcodons denkbar,
ATG oder, wie in tfd1 von Sphingomonas sp. TFD44, TTG .
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Tab. 12: Position der klonierten Gene aus Sphingomonas sp. EML146 in den beiden Genclustern und
Vergleich mit den Sequenzen des Clusters tfd1 aus Sphingomonas sp. TFD44.
Vergleich mit tfd1 aus Sphingomonas sp. TFD44
Gen Position identische bp mit identische AS mit
tfd1 (3452 bp)
tfdD 96 - 1 (n.v.) 100% tfdD 100% TfdD
tfdR 276 - 1166 100% tfdR 100% TfdR
tfdF 1353 - 2432 100% tfdF 100% TfdF
tfdC 2699 - 3452 (n.v.) 100% tfdC 100% TfdC
tfd2 (6099 bp)
tfdD2 330 - 1 (n.v.) 89,7% tfdD 97,3% TfdD
tfdR2 463ATG -
505TTG -
1395 87,9% tfdR 96,6% TfdR
tfdF2 1580 - 2659 88% tfdF 91,7% TfdF
tfdC2 2914 - 3681 92,4% tfdC 95,7% TfdC
tfdE2 3694 - 4416 91,6% tfdE 94,6% TfdE
ORF6 4469 - 5246 (n.v.) 93,3% ORF6 98,8% ORF6
IS6100 5247 - 6099 (n.v.)
tnpA 6094 - 5300
ORF6 wird von IS6100 unterbrochen., n.v. nicht vollständig
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Abb. 37: Vergleich der Sequenzen der Gencluster tfd1 aus Sphingomonas sp. TFD44 und tfd2 aus
Sphingomonas sp. EML146. Die DNA-Sequenzen sind als Balken dargestellt. Basenunterschiede sind
durch senkrechte Linien in der Sequenz von Stamm EML146 dargestellt. Unterbrechungen der Balken
stehen für Lücken, die durch Deletionen oder Insertionen in der Sequenz von tfd2 aus Stamm EML146
bezogen auf tfd1 aus Stamm TFD44 hervorgerufen wurden. Unterhalb der beiden Sequenzen sind die
Aminosäureaustausche in den abgeleiteten Proteinen durch senkrechte Linien angezeigt. Die Balken
oberhalb der Sequenzen bezeichnen die Lage der einzelnen Gene, wobei im Fall von ORF6 einmal die
volle Sequenz codiert in tfd1 aus Stamm TFD44 dargestellt ist und darüber die Lage des IS-Elements
IS6100, das in tfd2 aus Stamm EML146 diese Sequenz unterbricht. Mutmaßliche Promoterbereiche in
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3.2.3 Promotoren
Die Regulation der Expression der Catechol- und Chlorcatechol-Gencluster erfolgt zumeist über
einen Transkriptionsregulator vom LysR-Typ, dessen Gen Bestandteil des jeweiligen Gen-
clusters ist. Am besten untersucht ist dies für catR-catBCA und clcR-clcABD aus Pseudomonas
putida (Chugani et al., 1998; Coco et al., 1993; McFall et al., 1997; McFall et al., 1998; Parsek
et al., 1994a; Parsek et al., 1994b; Tover et al., 2000). Durch DNase-Footprint Analysen wurden
bei diesen Genclustern die Bindungsstellen des jeweiligen Regulators an der DNA festgestellt.
Dabei zeigte sich, dass dabei, wie auch für andere Regulatoren dieses Typs, das konservierte
Bindungsmotiv T-N11-A eine wichtige Rolle spielt (Goethals et al., 1992).
Da in dem Gencluster tfd1 von Stamm TFD44 und in den beiden Genclustern des Stammes
EML146 jeweils ein Gen für einen LysR-Regulator gefunden wurde, wurde in den
intergenischen Bereichen der Gencluster nach möglichen Promotorsequenzen gesucht. Dabei
kamen im Cluster tfd1 von Stamm TFD44 und in den beiden Genclustern von Stamm EML146
vor allem drei Bereiche in Frage: der Bereich zwischen tfdR und tfdD, da dessen
Transkriptionsrichtung der der anderen Gene entgegengesetzt ist, der Bereich zwischen tfdR
und tfdF, aber auch der Bereich zwischen tfdF und tfdC, da hier der Abstand zwischen den
beiden Genen auffällig größer ist als z.B. zwischen tfdC und tfdE. tfdC und tfdE könnten dann
ein eigenes Operon bilden. Im Cluster tfd2 aus Stamm TFD44 wurde vor allem in dem Bereich
zwischen ORF1 und tfdC2 gesucht.
Tatsächlich konnte in den genannten Bereichen Sequenzabschnitte gefunden werden, die ein
T-N11-A Motiv aufweisen (Abb. 38). Die -35 Region von tfdFCE ist sogar identisch mit der -35
Region von clcABD von pAC27 und tcbCDEF von pP51. Allerdings liegt hier das gefundene
T-N11-A Motiv noch in der codierenden Sequenz von tfdR (vgl. mit Abb. 37). Die mutmaßlichen
Promoterregionen in den anderen untersuchten Bereichen unterscheiden sich dagegen deutlich
von den Vergleichssequenzen, allerdings bestehen auffällige Ähnlichkeiten zwischen den
mutmaßlichen -35 Regionen von tfdD, tfdCE und tfdC2E2F2 aus Stamm TFD44
Ob die gefundenen Bereiche tatsächlich als Promotor fungieren müsste noch durch ent-
sprechende Experimente überprüft werden (z.B. Primer Extension zur Bestimmung des Tran-
skriptionsstartpunktes oder durch Mutagenese).
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                                                                         T-N11-A










P.put. PRS2000 catBCA :GTCTCGGCCAAGACCTTGAAGTAACGCAGGTGGCGCAGCTCCATCAGACCTCCAGGGTATGG-TGGGAGATTCATTTGATATTGGACGGT
                                                                                            










P.put. PRS2000 catBCA :CATCAGGGTCTCGCGCAATCCTTGAACAATCAAGTAAATGCACCAATCGGGCCTGCAACTGGCAGCCCGACTGACGGGACCTGGCAACAA
                                                                                            










P.put. PRS2000 catBCA :TGACAAGCGCGCTGATTGAACGTATTGATGCAATTATCGTCGACCTGCCGACCATTCGCCCGCACAAGCTG
                                                                         
Abb. 38: Vergleich der mutmaßlichen Promotorregionen aus Sphingomonas sp. TFD44 und Sphingomo-
nas sp. EML146 mit den gut untersuchten Promotorregionen des clcABD-Operons von pAC27 (Coco et
al., 1993; McFall et al., 1997; McFall et al., 1998; Parsek et al., 1994a; Parsek et al., 1994b), des
tcbCDEF-Operons von pP51 (van der Meer et al., 1991c) und des catBCA-Operons von P. putida
PRS2000 (Chugani et al., 1998; McFall et al., 1998; Parsek et al., 1994a; Parsek et al., 1994b). Das für
LysR-Regulatoren typische T-N11-A Motiv (Goethals et al., 1992) ist durch eine Klammer gekennzeichnet.
Die unterstrichenen Basen in diesem Motiv bilden ein Inverted Repeat. Transkriptionsstartpunkte (+1) in
den drei Vergleichssequenzen, -10- und -35-Regionen sind grau unterlegt. Die Startcodons der nach-
folgenden Gene sind schwarz hervorgehoben. Die Startcodons der Regulatorgene stromaufwärts des
T-N11-A Motivs sind grau gekennzeichnet.
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3.2.4 Plasmidisolierung aus Sphingomonas sp. TFD44
Da viele bekannte Chlorcatechol-Gencluster auf mobilen genetischen Elementen, wie z.B.
Plasmiden liegen, wurde der Stamm TFD44 auch auf das Vorhandensein von Plasmiden
getestet. Die Versuche zur Plasmidisolierung wurden modifiziert nach Kado und Liu (1981), mit
dem Nucleospin Kit von Macherey Nagel sowie mit dem FlexiPrep Kit von Amersham
Pharmacia (nach Anleitung für die Isolierung von Cosmiden) durchgeführt. Die Isolierung
erfolgte aus 2,4-D gewachsenen Kulturen.
Mit allen drei Methoden ließen sich Plasmide in diesem Stamm nachweisen (Abb. 39). Da
jedoch kein geeigneter Marker zur Verfügung stand, konnte keine Größenabschätzung
vorgenommen werden.
Für eine Überprüfung, ob die beiden Chlorcatechol-Gencluster auf einem dieser Plasmide
liegen, wurde ein PCR-Experiment durchgeführt. Dafür wurden die oberen vier Banden und die
vermutete Bande der chromosomalen DNA aus der Plasmidpräparation nach Kado & Liu (1981)
aus einem Agarosegel (Abb. 39 C) ausgeschnitten und eluiert. Die PCR wurde mit spezifischen
Primern für beide Gencluster (tfd1: pSPH4-fw/pSPH4-rev1; tfd2: pTFD1-1500-fw/pTFD1-2000-
rev; Tab. 3), sowie mit Primern zur Amplifizierung der 16S rDNA durchgeführt. Mit den 16S-
Primern ergaben sich Fragmente mit allen fünf Banden. Ebenfalls in allen fünf Ansätzen wurde
ein Fragment mit den für das Gencluster tfd2 spezifischen Primern amplifiziert. Mit den
spezifischen Primern für das Gencluster tfd1 wurde dagegen kein Amplifikat erzielt (in der
Positivkontrolle mit genomischer DNA wurde jedoch das gewünschte Fragment amplifiziert). Die
Tatsache, dass in allen Ansätzen ein Fragment mit den 16S-Primern erzielt wurde, deutet auf
eine Kontamination der Ansätze mit chromosomaler DNA hin. Es kann daher keine Aussage
getroffen werden, ob tfd2 auf einem dieser Plasmide liegt. Dass die tfd1-spezifischen Primer mit
den Plasmidbanden keine Amplifkate ergeben hatten, könnte darauf hindeuten, dass sich
dieses Cluster auf einem der mutmaßlichen kleineren Plasmide befindet. Ein Hybridisierungs-
experiment würde in diesem Fall eine bessere Aussage ermöglichen.

































































































Abb. 39: Plasmidpräparationen aus Sphingomonas sp. TFD44. A: Plasmidpräparation mit dem
Nucleospin Kit, nach Kado & Liu (1981), nach Kado & Liu mit anschließender Ethanol Präzipitation und
mit dem FlexiPrep Kit nach Anleitung für Cosmide. B: Plasmidpräparation mit dem Nucleospin Kit:
pBluescriptIISK+ (ca. 3 kb), aus Stamm TFD44, pBBR1MCS (ca. 4,7 kb). Marker: GeneRuler 1 kb. C:
Plasmidpräparation nach Kado & Liu (1981) ca. 12 h im 0,8 %igem Agarosegel bei ca. 1,5 V/cm
aufgetrennt.
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3.2.5 Konstruktion und Untersuchung einer tfdD-Knockout-Mutante von
Sphingomonas sp. TFD44
Da in dem Gencluster tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44 kein Gen für eine Chlormuconat-
Cycloisomerase gefunden wurde, sollte durch Konstruktion einer Knockout-Mutante geklärt
werden, ob das Genprodukt von tfdD des Clusters tfd1 die einzige am Chlorcatechol-Abbau
beteiligte Cycloisomerase in diesem Stamm ist.
Wie aus Abb. 27 A hervorgeht, war tfdD nicht auf einem Fragment kloniert, sondern auf pSPH2
und pSPH3 verteilt. Für die Konstruktion der tfdD-Mutante wurden deshalb die Inserts von
pSPH2 and pSPH3 zunächst mit NotI, das einmal innerhalb von tfdD schneidet, geschnitten.
Die gewünschten Fragmente wurden aus einem Agarose-Gel eluiert und miteinander ligiert, um
ein Fragment zu erhalten, auf dem tfdD vollständig vorliegt. Anschließend wurde dieses
Fragment mit DraII geschnitten, um die Größe des Fragments zu reduzieren. Das resultierende,
ca. 2,8 kb große Fragment wurde in pBluescriptIISK+ ligiert und pSPH5 genannt (Abb. 40, 1).
Zum Ausschalten der Cycloisomerase sollte ein Fragment aus tfdD herausgeschnitten und
anschließend ein Markergen in die Sequenz eingebaut werden. Als Markergen wurde das
β-Lactamase-Gen (bla) ausgewählt, da sich Stamm TFD44 in einem Test als sensitiv
gegenüber Ampicillin gezeigt hatte. Das bla-Gen wurde aus pBluescriptIISK+ amplifiziert. Die
dafür genutzten Primer (fw-AmpR-EcoRI/rev-AmpR-XhoI, Tab. 3) binden in der Vektorsequenz
außerhalb von bla. Im Vorwärtsprimer wurde für den Einbau in tfdD eine EcoRI-Schnittstelle
und im Reversprimer eine XhoI-Schnittstelle eingebaut
Das Amplifikat (948 bp) wurde mit EcoRI und XhoI verdaut und über ein Gel gereinigt (=>938
bp). Mit denselben Restriktionsenzymen wurde aus dem Insert von pSPH5 ein 650 bp großes
Fragment aus tfdD herausgeschnitten. Die verbliebenen Fragmente wurden mit dem bla-
Fragment und anschließend in pBluescriptIISK+ ligiert. Das resultierende Plasmid wurde
pSPH5A genannt (Abb. 40, 2).
Um das zerstörte tfdD-Gen in Sphingomonas sp. TFD44 einschleusen zu können, musste das
Insert aus pSPH5A in einen Konjugationsvektor umkloniert werden. Dafür wurde das Konstrukt
aus pSPH5A mit DraII herausgeschnitten. Da aber der Konjugationsvektor pK18mobsacB
(Schäfer et al., 1994) in seiner multiple cloning site nicht über eine DraII-Schnittstelle verfügt,
wurde das Konstrukt mit Klenow-Enzym behandelt, um glatte Enden zu erhalten. Es wurde
anschließend in den mit SmaI geschnittenen Konjugationsvektor pK18mobsacB ligiert. Das
resultierende Plasmid wurde pCMC1 genannt (Abb. 40, 2).
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Abb. 40: Konstruktion der tfdD-Mutante von Sphingomonas sp. TFD44. Zur Erläuterung der einzelnen
Schritte s. Text.
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Der gewählte Konjugationsvektor pK18mobsacB ist ein mobilisierbarer Vektor mit engem
Wirtsspektrum. Er vermittelt Kanamycin-Resistenz (KmR) und, über das sacB-Gen,
Saccharose-Sensitivität in Gram-negativen Bakterien (Gay et al., 1983). sacB stammt
ursprünglich aus Bacillus subtilis und codiert für das Enzym Levansucrase, das aus Saccharose
Levane, hochmolekulare Fructose-Polymere, synthetisiert. Es wird vermutet, dass die
Akkumulation dieser Polymere im Periplasma der Gram-negativen Bakterien toxisch wirkt
(Steinmetz et al., 1983).
Für die Übertragung in die Sphingomonas-Zellen wurde pCMC1 in den Konjugationsstamm
E coli S17-1 (Simon et al., 1983) transformiert (Abb. 40, 2). Die Konjugation von E. coli
S17-1(pCMC1) mit Stamm TFD44 erfolgte wie unter 2.14 beschrieben. Zur Selektion von single
crossover-Mutanten von Sphingomonas sp. TFD44 wurden verschiedene Verdünnungsstufen
der Konjugationsansätze auf Glucose-Minimalmedium-Agarplatten mit 25 µg/ml Kanamycin
ausplattiert. Die Agarplatten wurden so lange bei 30 °C inkubiert bis Kolonien sichtbar wurden.
E. coli S17-1 benötigt zum Wachstum Thiamin und Prolin, die in dem Minimalmedium nicht
enthalten sind, weshalb das Wachstum der E. coli-Zellen verhindert wird. Das Wachstum des
Wildtyps von Sphingomonas sp. TFD44 wurde dagegen durch das Kanamycin verhindert. Die
Sensitivität von Sphingomonas sp. TFD44 gegenüber Kanamycin war vorher getestet worden.
pK18mobsacB hat ein enges Wirtsspektrum, beschränkt auf E. coli und nahe Verwandte
(Schäfer et al., 1994), und sollte sich daher in den Sphingomonas-Zellen nicht replizieren, so
dass nur Sphingomonas-Zellen überleben sollten, die das Plasmid pCMC1 durch homologe
Rekombination in ihr Genom integriert hatten (1. crossover; Abb. 40, 3).
Da insgesamt nur fünf Kolonien gewachsen waren, kann keine Aussage getroffen werden,
welches Mischungsverhältnis der beiden Kulturen bei der Konjugation am günstigsten ist. Eine
Optimierung der Versuchsbedingungen wurde nicht durchgeführt.
Von den gewachsenen Kolonien wurde eine, als Sphingomonas sp. TFD44-MT1 bezeichnet,
willkürlich ausgesucht und über Nacht in 10 ml Glucose-Minimalmedium angezogen. In den
Zellen können dabei weitere Rekombinationsereignisse zwischen den homologen
Sequenzabschnitten des integrierten Konstruktes und der genomischen DNA stattfinden. Dabei
können erneut Wildtyp-Zellen (Revertanten) entstehen aber auch Mutanten, die nun statt tfdD,
das mutierte Gen tragen. Für die Selektion solcher double crossover-Mutanten wurde von der
Kultur eine Verdünnungsreihe (10-1-10-5) in Phosphatpuffer angefertigt. Je 100 µl jeder
Verdünnungsstufe wurden auf 0,5 x LB-Platten mit 10% (w/v) Saccharose ausplattiert. Die
single crossover-Mutanten mit integriertem pCMC1 sollten durch die Wirkung der Levansucrase
absterben, so dass nur noch Revertanten oder double crossover-Mutanten von Sphingomonas
sp. TFD44 übrigbleiben sollten (Abb. 40, 4).
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Eine Selektion der double crossover-Mutanten über das eingebaute bla-Gen war nicht möglich,
da sich auf LBAmp-Platten kein Wachstum zeigte. Daher wurden zur Unterscheidung von Wildtyp
und Mutante Kolonien von den Saccharose-Platten je einmal auf 2,4-D- und Glucose-
Miniamalmedium-Agarplatten überimpft und bei 30 °C inkubiert. Kolonien, die auf den 2,4-D-
Platten ein geringes Wachstum zeigten, wurden mit tfdD-spezifischen PCR-Primern (fw-tfdD-
TFD44/rev-tfdD-TFD44, s. Tab. 3) und den AmpR-Primern (s.o.) gescreent. Mit den tfdD-
spezifischen Primern sollte mit dem Wildtyp ein Fragment von 1174 bp und mit der Mutante ein
Fragment von 1462 bp amplifiziert werden. Mit den AmpR-Primern sollte beim Wildtyp gar kein
Fragment und mit der Mutante ein Fragment von 948 bp amplifiziert werden. Wie in Abb. 41 zu
erkennen, kamen neben dem Wildtyp und der double crossover-Mutante auch noch vereinzelt
Mutanten mit zusätzlichem Wildtyp-Gen vor, bei denen es sich wohl um single crossover-
Mutanten handelte.
Von den identifizierten double crossover-Mutanten wurde eine, Sphingomonas sp. TFD44-
MTI12, für Wachstumsversuche mit 2,4-D als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle
verwendet. Dafür wurden Wildtyp und Mutante zunächst auf 2,4-D-Agarplatten ausplattiert und
bei 30 °C inkubiert.
I12 I12 I18 I18 I20 I20 M I28 I28 I32 I32 I35
a b a b a b a b a b a
I35 I40 I40 I47 I47 M I48 I48 I49 I49 I58 I58













Abb. 41: PCR-Screening nach double crossover-Mutanten von Sphingomonas sp. TFD44. Die Nummern
über den Bahnen bezeichnen die gescreenten Kolonien. Mit a sind die PCR-Produkte mit den tfdD-spe-
zifischen Primern, mit b die PCR-Produkte mit den AmpR-Primern gekennzeichnet. I28 und I49 ent-
sprechen dem Wildtyp. I47 entspricht der single crossover-Mutante. Alle anderen zeigen den erwarteten
Genotyp der double crossover-Mutante. M: GeneRuler 1kb (MBI Fermentas).
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Es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen Wildtyp und Mutante. Die Zellen der Mutante
wuchsen sehr viel langsamer als die des Wildtyps und die Kolonien waren deutlich kleiner. Zur
Quantifizierung wurden je zwei 10 ml-Vorkulturen (angeimpft mit 2,4-D gezogenen Zellen) der
Mutante und des Wildtyps in 0,1 % (w/v) Glucose-Minimalmedium in der späten logarithmischen
Phase geerntet, gepoolt und mit sterilem 2 x Phosphatpuffer gewaschen. Die Zellen wurden in
20 ml 2 x Phosphatpuffer resuspendiert und zu gleichen Teilen auf zwei 500 ml-Schikanekolben
mit 100 ml 5 mM 2,4-D-Minimalmedium verteilt und bei 30 °C inkubiert. Das Wachstum der














Abb. 42: Wachstumsverhalten der tfdD-Knockout-Mutante Sphingomonas sp. TFD44-MTI12 im Vergleich
zum Wildtyp. Es wurden jeweils zwei Kulturen untersucht.
Als erstes bleibt festzuhalten, dass die Mutante trotz zerstörten tfdD-Gens in der Lage war, mit
2,4-D als alleiniger C- und Energiequelle zu wachsen. Die Mutante zeigte allerdings eine
deutlich längere lag-Phase als der Wildtyp. Während der Wildtyp bereits nach wenigen Stunden
anfing zu wachsen, dauerte es bei der Mutante in Kultur 1 etwa 130 h, in Kultur 2 etwa 70 h.
Obwohl sich die beiden Kulturen der Mutante in der lag-Phase trotz gleichen Inokolums stark
unterschieden, stimmten die Wachstumsraten jedoch gut überein. Wie erwartet war das
Wachstum in der lograrithmischen Phase bei der Mutante im Vergleich zum Wildtyp
verlangsamt. Für den Wildtyp wurde eine Wachstumsrate von 0,1 h-1 bestimmt und eine
Verdopplungszeit von ca. 7 h. Für die Mutante wurde dagegen eine Wachstumsrate von ca.
0,06 h-1 und eine Verdopplungszeit von ca. 10,5 h bestimmt.
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Mit diesem Experiment konnte also zum einen gezeigt werden, dass TfdD am Abbau von 2,4-D
in Sphingomonas sp. TFD44 beteiligt ist, und zum anderen, dass dieser Stamm offensichtlich
über weitere Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene verfügen muss.
3.2.6 Enzymanreicherungen aus Sphingomonas sp. TFD44
Parallel zur Mutagenese wurden Enzymanreicherungen der Chlormuconat-Cycloisomerase und
der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase aus 2,4-D gezogenen Zellen von Sphingomonas sp. TFD44
durchgeführt. Über die Anreicherungen sollte zum einen, durch anschließende N-terminale
Sequenzierung der Proteine, geklärt werden, ob die klonierten und sequenzierten Gene aus
diesem Stamm am 2,4-D-Abbau beteiligt sind und zum anderen ob sich Hinweise auf weitere
Enzyme des Chlorcatechol-Abbaus in diesem Stamm finden lassen.
3.2.6.1 Anreicherung der Chlormuconat-Cycloisomerase
Es wurden zwei Anreicherungen durchgeführt. Für die Anreicherung wurden 2,4-D gezogene
Zellen von Sphingomonas sp. TFD44 verwendet. In der ersten Anreicherung wurde nur auf
Aktivität mit 2-Chlormuconat getestet. Die Anreicherung wurde wie unter 2.18.1 beschrieben
durchgeführt. Die einzelnen Schritte sind in Tab. 13 zusammengefasst.













Rohextrakt 12 135 11,7 0,09 100 1
Q-Sepharose HP-Eluat 12 30 7,2 0,24 62 2,7
Hitzefällung 11,5 10,4 6,5 0,63 56 7
Phenyl-Sepharose HP-
Eluat
2 1,3 4,7 3,6 40 40
Superdex 200-Eluat 2 0,6 4,1 6,8 35 75,5
* Als Substrat wurde 2-Chlor-cis,cis-muconat verwendet
In der zweiten Anreicherung (s. 2.18.1) wurden Aktivitätstests mit den Substraten cis,cis-
Muconat, 2-Chlor-cis,cis-muconat und 2,4-Dichlor-cis,cis-muconat durchgeführt. Während der
Anreicherung konnten drei Aktivitäten dieses Enzyms mit unterschiedlichen Spezifitäten
festgestellt werden. Mit cis,cis-Muconat konnte nur eine sehr geringe Aktivität nachgewiesen
werden (spezifische Aktivität im Rohextrakt 0,008 U/mg, nach Hitzefällung 0,02 U/mg), weshalb
es in den späteren Reinigungsschritten nicht mehr verwendet wurde. Die mit CMC2 und CMC3
bezeichneten Aktivitäten zeigten hauptsächlich Spezifität für 2,4-Dichlormuconat. Die dritte
Aktivität zeigte dagegen hauptsächlich Spezifität für 2-Chlormuconat, weshalb sie als CMC1'
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bezeichnet wurde, da anzunehmen ist, dass es sich dabei um das in der ersten Reinigung
angereicherte Protein handelte. CMC1' zeigte auch Aktivität mit 2,4-Dichlormuconat, während
CMC3 auch Aktivität mit 2-Chlormuconat zeigte. Da sich die Aktivitäten von CMC1' und CMC3
mit der gewählten Methode jedoch nur schwer voneinander trennen ließen, ist nicht eindeutig
bestimmbar, ob die geringere Aktivität mit dem jeweils anderen Substrat nicht auf
Verunreinigungen zurückzuführen ist. Die einzelnen Reinigungsschritte für die drei Enzyme sind
in Tab. 14 zusammengefasst.





















Rohextrakt 45 594 49,5 139,5 0,08 0,2 100/100 1/1
Hitzefällung 35 62,3 45,5 89,3 0,73 1,4 92/64 9/7
CMC1'+
CMC3
12 10,6 43,2 33,3 4,1 3,1 87/24 51/15,5Q-Sepharose
HP-Eluat
CMC2 16 11,8 58,5 5 42 25
CMC1' 2,5 2,6 20,3 (5,7) 7,8 (2,2) 41 97,5
CMC2 3 2,7 34,4 12,7 25 63,5
Phenyl-Seph.
HP-Eluat
CMC3 2 0,8 6,9 16 8,6 20 14/11 107,5/100
CMC1' 1,5 1,2 12 (4) 10 (3,3) 24 125
CMC2 1 0,7 11 15,7 8 78,5
Superdex 200-
Eluat
CMC3 1 0,5 2,1 4,7 4,2 9,4 4/3 52,5/47
a
 Werte vor dem Querstrich für 2-Chlormuconat (2-CM), nach dem Querstrich für 2,4-Dichlormuconat (2,4-DiCM)
Wie in Abb. 43 zu erkennen, konnte keines der Enzyme bis zur Homogenität gereinigt werden.
Für die N-terminale Sequenzierung wurden die Proteine daher auf eine PVDF-Membran
geblottet, und die entsprechende Bande ausgeschnitten.




(Aminosäuren in Klammern bedeuten, dass an dieser Stelle mehrere AS möglich waren, X steht
für eine beliebige AS).
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Der N-Terminus von CMC1 zeigte keinerlei Ähnlichkeiten zu bekannten Cycloisomerasen. Der
N-Terminus des mit CMC3 bezeichneten Proteins entspricht dem von TfdD aus Sphingomonas
sp. TFD44 (Abb. 44) und der N-Terminus von CMC2 zeigt Ähnlichkeiten sowohl zu TfdD aus
Stamm TFD44 als auch TfdDII von pJP4 (Abb. 44).
Die Anreicherungen bestätigten also die Expression des klonierten Chlormuconat-
Cycloisomerase-Gens tfdD bei Wachstum auf 2,4-D. Außerdem bestätigten sie die durch die
Konstruktion der tfdD-Knockout-Mutante angestellte Vermutung, dass Sphingomonas sp.
TFD44 über weitere Chlormuconat-Cycloisomerasen verfügt.
Die Tatsache, dass tfdD exprimiert wird, lässt es wahrscheinlich erscheinen, dass auch die































































































































































Abb. 43: SDS-PAGEs der Chlormuconat-Cycloisomerase Anreicherungen aus Sphingomonas sp.
TFD44. Links: Anreicherung von CMC1. Rechts: Anreicherung von CMC1', CMC2 und CMC3. Marker:
10-150 kDa Marker (Roth). Banden, die den Proteinen entsprechen, deren N-Terminus bestimmt wurde,
sind gekennzeichnet.
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                              *         *         *         *         *         *
N-Terminus CMC2 : --------------------ADIIIRDIETIIVDLPLRRLQRFSALAAQRQ---------
N-Terminus CMC3 : -TLVTELTPPAASAPPFSDXPDXVIA----------------------------------
TfdD Sph.sp TFD44 : MTLVTELTPPAASAPPFSDHPDHVIAAVTATIVDLPLRRPHFHATGTHATQSLVMVELVT
TfdDII pJP4 : -MLTEKAIADSPN-GGDADRKAAQIEAIETVIVDLPLRRIQQFARLGAKHQSSVLIRLHT
                   
Abb. 44: Vergleich der N-Termini von CMC2 und CMC3 mit TfdD aus Sphingomonas sp. TFD44 und
TfdDII von pJP4. Identische Positionen des N-Terminus von CMC2 mit TfdD aus Stamm TFD44 und
TfdDII von pJP4 sind hervorgehoben.
3.2.6.2 Anreicherung der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase
Die Anreicherung der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase erfolgte ebenfalls aus 2,4-D gezogenen
Zellen von Sphingomonas sp. TFD44. Die einzelnen Reinigungsschritte sind unter 2.18.2
beschrieben und in Tab. 15 zusammengefasst. Da bei dieser Reinigung, die Reinigung der
Cycloisomerase CMC1 im Vordergrund stand, wurde im Rohextrakt keine Aktivitätsmessung für
die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase durchgeführt. Auch wurden bei den einzelnen
Reinigungsschritten kaum Proteinbestimmungen durchgeführt.
Die SDS-PAGE ergab zwei voneinander getrennte Banden (Daten nicht gezeigt). Das Gel
wurde geblottet und die beiden Banden wurden ausgeschnitten und N-terminal sequenziert. Die
obere Bande wurde als CC12O_o und die untere als CC12O_u bezeichnet.
Es wurden folgende N-terminale Sequenzen bestimmt:
CC12O_o: MLSFISQAPA(T/G)
CC12O_u: SNNRIHAVVS
Der N-Terminus von CC12O_u stimmt mit dem N-Terminus von TfdC2 (Abb. 45) überein,
während der N-Terminus von CC12O_o keinerlei Ähnlichkeit zu bekannten Chlorcatechol- oder
Catechol-1,2-Dioxygenasen aufwies.









Rohextrakt 12 135 n.b.
Q-Sepharose HP-Eluat 6 12,5 4,14 0,33
Phenyl-Sepharose HP-Eluat 0,32 n.b. 1,56
Superdex 200-Eluat B11 0,5 n.b. 0,57
B12 0,5 n.b. 1,26
B11+B12 1 0,6 n.b.
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Die Anreicherung bestätigte also die Expression von tfdC2. Dies legt die Vermutung nahe, dass
auch die anderen Gene des tfd2-Clusters aus Sphingomonas sp. TFD44 bei Wachstum auf
2,4-D exprimiert werden.
                       
N-Terminus CC12O_u : -SNNRIHAVVS---------
TfdC2 Sph.sp. TFD44 : MSNNRIHAVVSDIVDGIRNA
                       
Abb. 45: Vergleich der N-terminalen Sequenz von CC12O_u mit dem N-Terminus von TfdC2 aus Stamm
TFD44.
3.2.7 Versuche zur Amplifizierung von Fragmenten weiterer Chlormuconat-
Cycloisomerase- und Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene
Für CMC1, CMC2 und CC12O_o wurden Primer aus den N-terminalen Sequenzen abgeleitet
(Abb. 46). Diese wurden zusammen mit verschiedenen Reversprimern für die Chlormuconat-
Cycloisomerase (Tab. 6) bzw. Chlorcatechol-Dioxygenase (Tab. 11) in PCR-Experimenten
eingesetzt.
           A  E  V  A  L  L  Q                    P  A  A  L  V  K
CMC1_1 5'-GCSGARGTBGCSYTNYTNCA-3'     CMC1_2  5'-CCSGCSGCSYTNGTNAA-3'
          I  I  I  R  D  I  E  T                  F  I  S  Q  A  P  A
CMC2  5'-ATCATCATCMGSGAYATCGARAC-3'   CC12O_o 5'-TTYATHWSSCARGCNCCNGC-3'
Abb. 46: Aus den Sequenzen der N-Termini von CMC1, CMC2 und CC12O_o abgeleitete Primersequen-
zen. Über der Primersequenz ist die zugehörige Proteinsequenz (mittig über den Codons) angegeben.
Die PCR-Experimente mit den abgeleiteten Primern für CMC1 und CC12O_o führten nicht zu
dem gewünschten Erfolg. Dies könnte, besonders im Falle von CC12O_o, daran liegen, dass
es sich bei den sequenzierten Proteinen um Kontaminationen handelte.
Für CMC2 konnte dagegen mit dem Reversprimer RevClCyclChpJ ein PCR-Fragment erhalten
werden, das zwar mit 351 bp deutlich kürzer war als erwartet (>800 bp), dessen abgeleitete
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Proteinsequenz aber auch über die Primersequenz hinaus mit der N-terminalen Sequenz
übereinstimmt (Abb. 47). Die aus dem PCR-Produkt abgeleitete Proteinsequenz ist zu 48,7 %
identisch mit TfdDII von pJP4 und zu 40,2 % identisch mit TfdD aus Stamm TFD44.
                                                                              
                              *        20         *        40         *        60         *
N-Terminus CMC2 : --------------------ADIIIRDIETIIVDLPLRRLQRFSALAAQRQ------------------------
PCR Produkt CMC2 : ----------------------IIIRDIETIIVDLPLRRLQRFSALAAQRQSLVVIRIRSTDGVMGVGEASIPSG
TfdDII pJP4        : -MLTEKAIADSPN-GGDADRKAAQIEAIETVIVDLPLRRIQQFARLGAKHQSSVLIRLHTKGGIVGIGESITPCG
TfdD Sph.sp TFD44 : MTLVTELTPPAASAPPFSDHPDHVIAAVTATIVDLPLRRPHFHATGTHATQSLVMVELVTSGGAVGWGEGGTPGG
                                                                              
                                                                              
                        80         *       100         *       120         *       140         *
PCR Produkt CMC2 : -PWWGGESVETIKSIVDTYLAPVVIGQCATDMAVLRARMDEAAFGNSFAKAGLEMALCELIGPWV----------
TfdDII pJP4 : -PWWSGDSVEAIQATINHYLAPLVVGEPALDASRIMAKLHGRVAGNAFAKAGIEMALLDAVGKIVDAPIHVLLGG
TfdD Sph.sp TFD44 : TAFWGGECVETIKLMIDHYLAPAVIGISVFDQERILAAMDRIAANNHFAKAAIDIAVHDAAARLIGISVSQMFGG
                                                                              
Abb. 47: Vergleich der N-terminalen Sequenz von CMC2 und der abgeleiteten Proteinsequenz des
erhaltenen PCR-Produkts mit TfdDII von pJP4 und TfdD aus Stamm TFD44. Identische Positionen des
PCR-Produkts mit einer der beiden Vergleichssequenzen sind grau unterlegt. Aminosäuren, die durch die
Primer bestimmt sind, sind unterstrichen.
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4 Diskussion
4.1 Primer zum Nachweis von Chlormuconat-Cycloisomerase- und Chlor-
catechol-1,2-Dioxygenase-Genen
Klassische Methoden zur Abschätzung des Abbaupotentials einer Bakterienpopulation über
Anreicherung und Kultivierung einzelner Stämme liefern ein extrem ungenaues Bild, da je nach
Anreicherungsmethode andere Stämme isoliert werden können (Dunbar et al., 1997) und viele
Bakterien gar nicht kultivierbar sind (Amann et al., 1995). Mit molekularbiologischen Methoden
lassen sich dagegen Bakterien und ihre katabolen Gene direkt in einer Umweltprobe nach-
weisen. Allerdings braucht man ein umfangreiches Grundwissen über die am Abbau beteiligten
Stoffwechselwege und deren genetische Grundlagen, um geeignete DNA-Sonden oder PCR-
Primer entwickeln zu können.
Ein Ziel dieser Arbeit war es, PCR-Primer zu entwickeln, um Gene des Chlorcatechol-Abbaus
über den modifizierten ortho-Weg in Umweltproben nachweisen zu können, da dieser eine
zentrale Stellung im Abbau von Chloraromaten einnimmt. Von den vier Enzymen des
modifizierten ortho-Wegs (Abb. 2) waren die Gene der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase und die
Chlormuconat-Cycloisomerase als Zielgene ausgewählt worden, da diese zwei wichtige
Kriterien erfüllen. Zum einen sind sie spezifisch für diesen Abbauweg, zum anderen sind ihre
Sequenzen ausreichend konserviert, um Bereiche zu ermitteln, aus denen Primer abgeleitet
werden können. Die Dienlacton-Hydrolasen sind zwar, soweit bisher bekannt, spezifisch für den
modifizierten ortho-Weg, ihre Sequenzen weisen aber relativ große Unterschiede auf, die das
Primerdesign schwierig machen. Die Maleylacetat-Reduktasen sind auch an Abbauwegen
beteiligt, die nicht über Chlorcatechol verlaufen, wie z.B. an der Degradation von 2,4,5-Trichlor-
phenoxyacetat durch Burkholderia cepacia AC1100 (Daubaras et al., 1995), und daher nicht
spezifisch für den Chlorcatechol-Abbau.
Die zu entwickelnden Primer sollten zum einen die Diversität der zu Grunde liegenden
Sequenzen berücksichtigen und zum anderen aber noch hinreichend spezifisch sein. In dieser
Hinsicht besteht bei den Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen und den Chlormuconat-
Cycloisomerasen das Problem, dass diese homolog zu den entsprechenden Enzymen des
Catechol-Abbaus sind (Aldrich et al., 1987; Neidle et al., 1988). Es mussten also
Sequenzbereiche gefunden werden, die die Enzyme des Chlorcatechol-Wegs von denen des
Catechol-Wegs unterscheiden. Dies war besonders bei den Cycloisomerasen problematisch.
98 Diskussion
4.1.1 Primer zum Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene
Für den Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene wurden eine Reihe verschiedener
Primer entworfen. Für die erste "Generation" dieser Primer standen dabei zu Beginn nur wenige
Sequenzen als Grundlage zur Verfügung: ClcB von pAC27 (Frantz & Chakrabarty, 1987;
Vollmer et al., 1999), TcbD von pP51 (van der Meer et al., 1991a), TfdD von pJP4 (Perkins et
al., 1990) und ClcB von R. opacus 1CP (Eulberg et al., 1998). Die daraus entwickelten Primer
waren nach dem Prinzip des Consensus-degenerate hybrid oligonucleotide primers
(CODEHOP) unter Verwendung des gleichnamigen Computerprogramms (Rose et al., 1998)
abgeleitet worden. Von den je zwei Vorwärts- und zwei Reversprimern erwies sich die
Kombination FwClCyclChpA/ RevClCyclChpJ (kurz ChpA/ChpJ) als am geeignetsten (Tab. 5).
Mit diesem Primerpaar ließen sich aus den getesteten β- und γ-Proteobakterien problemlos
korrekte Fragmente amplifizieren. Ebenfalls konnte aus dem Gram-positiven Stamm R. opacus
1CP ein korrektes Amplifikat erzielt werden, jedoch nicht aus den anderen getesteten
Rhodococcen (Tab. 5).
Es gelang auch zum ersten Mal aus Vertretern der α-Proteobakterien, drei Sphingomonaden
sowie zwei Bradyrhizobium-ähnlichen Stämmen, Fragmente der Chlormuconat-Cycloiso-
merase-Gene zu amplifizieren. Der Nachweis der Gene des Chlorcatechol-Abbaus in α-Proteo-
bakterien hatte sich in früheren Studien (Fulthorpe et al., 1995; Ka et al., 1994a; Ka et al.,
1994b) als problematisch erwiesen.
Ausgehend von neuen in GenBank veröffentlichten Genen, den inzwischen vollständig sequen-
zierten Genen von Sphingomonas sp. TFD44 (diese Arbeit, Abschnitt 3.2.1.2) und dem Brady-
rhizobium-ähnlichen Stamm UO (Gröning, persönl. Mitteilung), sowie einem zweiten Gen aus
R. opacus 1CP (Moiseeva et al., 2002) wurden weitere Primer zum Nachweis der
Chlormuconat-Cycloisomerase entwickelt (bezeichnet als CMC-Primer) (Tab. 6). Um der
Diversität der Sequenzen Rechnung zu tragen, wurden diesmal mehrere Primerpaare
entwickelt, die zwischen den Rhodococcus-Sequenzen, den Sequenzen der α-Proteobakterien
und den Sequenzen der β- und γ-Proteobakterien unterscheiden sollten.
Die abgeleiteten Primer für den Nachweis der Rhodococcus-Sequenzen lieferten jedoch
reproduzierbar Fragmente der falschen Größe. Offensichtlich handelt es sich bei den aus-
gewählten Sequenzabschnitten um Bereiche, die nicht spezifisch für die Cycloisomerase-Gene
sind. Da außer clcB und clcB2 aus R. opacus 1CP keine weiteren Sequenzen von Chlor-
muconat-Cycloisomerase-Genen aus Gram-positiven Bakterien für das Primerdesign zur
Verfügung standen, wurden keine weitereren Primer zum Nachweis der Gene in dieser
Bakteriengruppe entwickelt. Da sich die beiden Sequenzen aus R. opacus 1CP schon relativ
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stark unterscheiden, müssten, wenn mehr Sequenzinformationen über ähnliche Sequenzen
vorliegen, für beide Gene eventuell getrennte Primerpaare entwickelt werden.
Von den Primern, die zum Nachweis der Gene in Gram-negativen Bakterien entwickelt worden
waren, erwiesen sich die Primerpaare CMC-fw4-G-/CMC-rev4-α und CMC-fw4-G-/CMC-rev6-
G- für die β- und γ-Proteobakterien (Tab. 8, Abb. 8) und die Primerpaare CMC-fw3-α/CMC-rev3-
α, CMC-fw3-α/CMC-rev4-α und CMC-fw3-α/CMC-rev5-G- für die α-Proteobakterien (Tab. 8,
Abb. 7) am geeignetsten.
Da weder mit den CODEHOP- noch mit den CMC-Primern ein Fragment von tfdDII aus
R. eutropha JMP134 amplifiziert werden kann, wurde für den Nachweis dieses Gens ein
weiteres Primerpaar abgeleitet, mit dem auch die das Sphingomonas-Sequenzen erfasst
werden können (daher bezeichnet als fw/rev-CMC-alpha).
Auf Grund der hohen Ähnlichkeiten zwischen den Muconat- und Chlormuconat-Cyclo-
isomerasen war es relativ schwierig, Sequenzbereiche zu finden, die spezifisch für die
Chlormuconat-Cycloisomerasen sind. Als Kompromiss blieb schließlich eine Semispezifität der
Primerpaare, indem ein spezifischer Primer mit einem weniger spezifischen Primer kombiniert
ist. Dies ist z.B. im Fall der CODEHOP-Primer ChpA/ChpJ der Fall, wobei der Reversprimer
spezifisch für die Chlormuconat-Cycloisomerasen ist. Es trifft auch auf die Primerkombinationen
mit dem Reversprimer CMC-rev4-α zu, da mit diesem Primer u.U. auch Muconat-Cycloiso-
merase-Gene erfasst werden.
Für eine analytische Anwendung der PCR bedarf es immer einer zusätzlichen Kontrolle der
erhaltenen PCR-Produkte. Neben der Gefahr der Amplifizierung unspezifischer Fragmente
besteht bei einigen der beschriebenen Cycloisomerase-Primer (z.B. ChpA oder CMC-rev4-α),
wie schon erwähnt, zusätzlich die Gefahr, dass neben Fragmenten der Chlormuconat-
Cycloisomerase-Gene auch solche der Muconat-Cycloisomerase-Gene amplifiziert werden. Die
Überprüfung der PCR-Produkte über Klonierung und Sequenzierung, wie sie in dieser Arbeit
angewendet worden war, ist relativ zeit- und kostenaufwändig. Sie wurde u.a. durchgeführt, um
einen Überblick über die Diversität der erhaltenen Sequenzen zu erhalten. Eine Kontrolle der
erhaltenen Fragmente könnte aber über die Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde oder
über eine an die PCR anschließende zweite PCR mit einem oder zwei weiteren Primern, die
innerhalb des korrekten Amplifikats binden (semi-nested- bzw. nested-PCR) erfolgen. Für die
Cycloisomerasen stehen mit den vorgestellten Primersets ausreichend Primer zur Verfügung für
die Durchführung solcher Experimente. Die erste PCR könnte mit den Primerpaaren
ChpA/ChpJ oder CMC-fw4-G-/CMC-rev5-G- erfolgen, da diese relativ große Fragmente liefern.
Die anschließende PCR erfolgt dann mit mindestens einem neuen intern bindenden Primer.
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Eine geschickte Auswahl der Primer kann auch die Diskriminierung zwischen Muconat- und
Chlormuconat-Cycloisomerasen erleichtern. Die intern bindenden Primer könnten aber auch mit
einer entsprechenden Markierung als Sonde eingesetzt werden. Die Durchführung einer
nested-PCR hätte aber den Vorteil, einer zusätzlichen Amplifizierung, da damit auch nur
schwach amplifizierte Fragmente besser nachweisbar wären.
4.1.2 Primer zum Nachweis der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene
Primer zum Nachweis der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene waren bereits von anderen
Autoren entwickelt und erfolgreich angewendet worden (Kleinsteuber et al., 1998; Leander et
al., 1998). Diese Primer waren in dieser Arbeit noch einmal getestet worden. Die Primer nach
Kleinsteuber et al. (1998) eignen sich nach diesen Ergebnissen ausschließlich zum Nachweis
der Gene aus β- und γ-Proteobakterien (Abb. 9). Die Primer nach Leander et al. (1998) besitzen
dagegen ein weiteres Nachweisspektrum, da es mit ihnen auch möglich war, Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase-Fragmente aus Sphingomonaden zu amplifizieren (Abb. 9). Jedoch konnte mit
ihnen kein Fragment aus den getesteten Rhodococcen und dem Bradyrhizobium-ähnlichen
Stamm UO amplifiziert werden (Abb. 9). Daher wurden zusätzliche Primer entwickelt, mit denen
der Nachweis auch dieser Gene möglich ist.
Für das Design der neuen Primer waren nicht nur alle zu dem Zeitpunkt in GenBank
veröffentlichten Sequenzen (s. Tab. 11) herangezogen worden, sondern zusätzlich auch die
Sequenzen von TfdC aus Sphingomonas sp. TFD44 (diese Arbeit) und dem Bradyrhizobium-
ähnlichen Stamm UO (Gröning, pers. Mitteilung), sowie die Sequenz von ClcA2 aus R. opacus
1CP (Moiseeva et al., 2002). Die Primer wurden so gewählt, dass sie zwischen den
verschiedenen Typen der Sequenzen (Rhodococcus, β- und γ-Proteobakterien, α-Proteo-
bakterien) unterscheiden sollten. Bis auf den Vorwärtsprimer für den Nachweis der
Rhodococcus-Sequenzen, lagen diese Primer in denselben Sequenzbereichen, die auch
Kleinsteuber et al. (1998) und Leander et al. (1998) verwendet hatten (Abb. 13), da diese eine
gute Unterscheidung zwischen Catechol- und Chlorcatechol-Dioxygenasen ermöglichen. Die
Spezifität der verschiedenen Primer wurde dadurch erreicht, das gezielt nur die tatsächlich
vorkommenden Nukleotide der verschiedenen Sequenzen in diesen Bereichen berücksichtigt
wurden. Die Unterscheidung der verschiedenen Gruppen erfolgte jedoch, abgesehen von den
Rhodococcen, nur über die Reversprimer, da für die Sequenzen der Gram-negativen Bakterien
ein gemeinsamer Vorwärtsprimer abgeleitet worden war. Für die Rhodococcus-Sequenzen war
ein spezieller Vorwärtsprimer abgeleitet worden.
Mit den Rhodococcus-spezifischen Primern gelang es nicht nur aus R. opacus 1CP, sondern
auch aus den drei weiteren getesteten Rhodococcus-Stämmen Fragmente zu amplifizieren.
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Allerdings konnten hier auch mit den Reversprimern für die Gram-negativen Bakterien in
Kombination mit dem Rhodococcus-spezifischen Vorwärtsprimer korrekte Amplifikate erzielt
werden (Abb. 11).
Aus dem Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO konnte mit dem Vorwärtsprimer fw-diox-gram(-)
kein Amplifikat erhalten werden, jedoch bei Verwendung des Vorwärtsprimers nach Leander et
al. (1998). Für spätere Experimente könnte daher eher dieser Primer in Kombination mit den
spezifischen Reversprimern Verwendung finden.
Mit den Chlorcatechol-1,2-Dioxyenase-Primern wurde bei der Überprüfung der Spezifität der
Primer aus Rhodococcus sp. UFZ-B518 mit der Primerkombination fw-diox-gram(-)/rev-diox-
sphingom, also mit einem Vorwärtsprimer, der nicht spezifisch für die Rhodococcus-Sequenzen
ist, ein falsch-positives Fragment amplifiziert. Dies verdeutlicht noch einmal die Wichtigkeit einer
zusätzlichen Kontrolle der erhaltenen Fragmente. Da die PCR-Produkte der Dioxygenase-
Primer mit maximal 365 bp für die Rhodococcus-Primer und 270 bp für die Gram(-)-Primer
relativ kurz sind, kommt für einen solchen Nachweis nur eine semi-nested-PCR mit dem
Reversprimer rev-diox-gram(+/-) in Frage oder eine Hybridisierung mit einer Sonde, die diesem
Primer entspricht.
Seit der Entwicklung der Primer waren weitere Gene von Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen
sequenziert bzw. veröffentlicht worden.
Aus Sphingomonas sp. TFD44 war im Rahmen dieser Arbeit eine weitere Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase (tfdC2TFD44) kloniert und sequenziert worden (Abschnitt 3.2.1.3). Vergleicht man
diese Gensequenz mit den Primersequenzen, so zeigt sich, dass tfdC2TFD44 sowohl mit dem
Primerpaar nach Leander et al. (1998) als auch mit dem in dieser Arbeit entwickelten Primer
fw-diox-gram(-) in Kombination mit dem Reversprimer rev-diox-alpha nachweisbar ist. Dafür
liegen auch experimentelle Hinweise vor, da der Verdau des PCR-Produkts der Primer
fw-diox-gram(-)/rev-diox-alpha mit einem Restriktionsenzym, das nur im Fragment von tfdC
schneidet, die Existenz eines weiteren Amplifikats gezeigt hatte (Abb. 12).
Ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit waren zwei Dioxygenase-Gene aus Sphingomonas sp.
EML146 kloniert und sequenziert worden (Abschnitt 3.2.2.2). Eines dieser Gene (tfdCEML146) ist
identisch mit tfdC aus Stamm TFD44 ist und damit mit denselben Primern nachweisbar. Das
andere Gen aus Sphingomonas sp. EML146 (tfdC2EML146) unterscheidet sich von tfdCTFD44 durch
mehrere Basenaustausche (Abb. 37). Einer dieser Basenaustausche führt zu einer Fehlpaarung
mit dem Reversprimer rev-diox-alpha innerhalb der letzten drei Basen am 3'-Ende des Primers
(Abb. 48), so dass dieses Gen mit diesem Primer nicht nachweisbar ist. Mit dem Primer
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rev-cldioxmt kommt es ebenfalls zu Fehlpaarungen, diese liegen jedoch im 5'-Bereich des
Primers (Abb. 48), so dass eine Amplifizierung mit diesem Reversprimer möglich erscheint.
In GenBank war die Sequenz eines Chlorcatechol-Genclusters aus dem α-Proteobakterium
Defluvibacter lusatiensis S1 veröffentlicht worden (Fritsche, 1998), dessen Sequenz für die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase (ClpC) deutliche Unterschiede sowohl zu den Sequenzen aus
den β- und γ-Proteobakterien (ca. 46 % identische AS) als auch zu denen der Sphingomonaden
(51 % identische AS mit TfdC aus Stamm TFD44) und des Bradyrhizobium-ähnlichen Stamms
UO aufweist. Das Gen aus D. lusatiensis S1 bildet mit dem Reversprimer rev-cldioxmt mehrere
Fehlpaarungen, wobei eine innerhalb der letzten drei Basen des 3'-Endes des Primers liegt
(Abb. 48). Ein Nachweis von clpC ist daher mit diesem Primer nicht möglich. Auch mit den
Primern rev-diox-gram(-) und rev-diox-alpha bildet clpC Fehlpaarungen, die jedoch nicht
innerhalb der letzen drei Basen des Primers liegen (Abb. 48). Ob dieses Gen mit diesen
Reversprimern nachweisbar ist, müsste noch experimentell überprüft werden. Gegebenenfalls
müsste eine Anpassung der Primersequenzen erfolgen bzw. ein weiterer Primer für den
Nachweis dieses Gens entworfen werden.
rev-diox-alpha        :   5'-TCGAAATARSYCTGSGTGGTMA-3'
clpC D.lusatiensis S1 : CGCCTTCAAAATAGGCCTGGCTGATCAGATCG
tfdC2 Sph.sp. EML146  : CGCCCTCGAAATAGGCCTGAGTGGTTAGCGTG
rev-cldioxmt          :   5-'CCICCCTCGAARTARTACTGIGT-3'
clpC D.lusatiensis S1 : ACTGGTCGCCTTCAAAATAGGCCTGGCTGATCA
tfdC2 Sph.sp. EML146  : ACTCGCCGCCCTCGAAATAGGCCTGAGTGGTTA
Abb. 48: Vergleich der Gensequenzen der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen clpC aus D. lusatiensis S1
(Fritsche, 1998) und tfdC2 aus Sphingomonas sp. EML146 (diese Arbeit) mit den Reversprimern rev-
diox-alpha und rev-cldioxmt. Dargestellt sind nur die jeweiligen Bindungsregionen innerhalb der Gen-
sequenzen.
4.1.3 Diversität der erhaltenen PCR-Produkte
Diversitätsuntersuchungen mit Primern spezifisch für die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase hatten
stets gezeigt, dass die erhaltenen Fragmente aus β- und γ-Proteobakterien große Ähnlichkeit zu
den bereits charakterisierten Enzymen TcbC aus Pseudomonas sp. P51 (pP51), TfdC aus
R. eutropha JMP134 (pJP4), TfdCII aus R. eutropha JMP134 (bzw. TfdC von pEST4011) oder
ClcA aus P. putida (pAC27) aufweisen (Alfreider et al., 2003; Cavalca et al., 1999; Kleinsteuber
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et al., 1998; Leander et al., 1998). Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente mit den
Primern für die Chlormuconat-Cycloisomerase und die Chlorcatechol-Dioxygenase führten im
Hinblick auf die Diversität der Sequenzen aus β- und γ-Proteobakterien zu ähnlichen Ergeb-
nissen. Die meisten Fragmente sowohl der Chlormuconat-Cycloisomerase als auch der
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase zeigten eine große Ähnlichkeit zu den genannten Genen.
Die einzige Ausnahme bildete das Dioxygenase-Fragment aus Burkholderia sp. 3CB-1. Mit den
Primern nach Leander et al. (1998) war es nicht gelungen, ein Fragment aus diesem Stamm zu
amplifizieren (Tab. 10). Dies gelang jedoch bei Verwendung des Reversprimers
rev-diox-gram(+/-). Das resultierende Fragment zeigte lediglich eine moderate Ähnlichkeit zu
bekannten Sequenzen der Chlorcatechol-Dioxygenasen (59 % identische Aminosäuren mit
ClcA von pAC27) (Abb. 14). Hier wäre es interessant, Informationen über das zugehörige Gen
zu erhalten und festzustellen, ob es für eine funktionsfähige Chlorcatechol-Dioxygenase codiert.
Falls dies der Fall ist, könnte das bedeuten, dass innerhalb der Gruppe der β- und
γ-Proteobakterien eine größere Diversität der Chlorcatechol-Gene vorhanden ist, die auf Grund
limitierter Sequenzinformationen bisher nur nicht nachweisbar war.
In füheren Untersuchungen waren die Gene des Chlorcatechol-Abbaus von Vertretern der
α-Proteobakterien nur schwer oder gar nicht nachzuweisen gewesen (Fulthorpe et al., 1995; Ka
et al., 1994b; Kamagata et al., 1997; Mc Gowan et al., 1998). Erst Leander et al. (1998) konnten
mit ihren Primern erstmals Fragmente der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene aus
Sphingomonas-Stämmen amplifizieren. Diese Fragmente hatten sich als relativ divergent zu
den Enzymen von pAC27, pJP4 und pP51 gezeigt (69 % identische AS). Mit den in dieser
Arbeit entwickelten Cycloisomerase-Primern war es erstmals gelungen Fragmente von
Chlormuconat-Cycloisomerase-Genen aus Sphingomonaden zu amplifizieren. Auch für diese
Fragmente zeigte sich eine relativ geringe Ähnlichkeit zu den Fragmenten der β- und γ-Proteo-
bakterien (ca. 40 % identische AS). Die Sequenzen der drei untersuchten Sphingomonaden
untereinander zeigten dagegen eine hohe Ähnlichkeit (94-99 % identische Aminosäuren).
Darüber hinaus konnten mit den entwickelten Primern ebenfalls Fragmente der Chlormuconat-
Cycloisomerase-Gene aus zwei Bradyrhizobium-ähnlichen Stämmen amplifiziert werden. Diese
Fragmente zeigten eine vergleichbar geringe Ähnlichkeit zu den Sequenzen der β- und γ-Pro-
teobakterien wie die der Sphingomonaden (ca. 40 % identische Positionen). Die Ähnlichkeit zu
den Sphingomonas-Sequenzen betrug aber auch nur etwa 60 % identische Aminosäuren. Das
Fragment aus Stamm UO war schließlich als Sonde genutzt worden, um ein gesamtes
Chlorcatechol-Gencluster aus diesem Stamm zu klonieren und sequenzieren (Gröning, pers.
Mitteilung). Die Sequenz konnte anschließend zum Design weiterer Primer genutzt werden.
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Ebenso wie die Gene der α-Proteobakterien sind die Gene aus Gram-positiven Bakterien bisher
nur wenig untersucht. Sequenzinformationen lagen bisher nur für Rhodococcus opacus 1CP
vor, aus dem erst vor kurzem ein zweites Gencluster kloniert und sequenziert worden war
(Eulberg et al., 1998; Moiseeva et al., 2002). Die Gene in beiden Clustern zeigen eine nur
relativ geringe Ähnlichkeit zu den entsprechenden Genen der Gram-negativen Bakterien (ca.
40 % identische AS) und zeigen auch untereinander eine relativ geringe Ähnlichkeit (ClcA-
ClcA2 51 %, ClcB-ClcB2 45 % identische AS). Mit den Cycloisomerase-Primern ChpA/ChpJ
konnte ein Fragment von ClcB aus Stamm 1CP amplifiziert werden. Jedoch konnte mit diesem
Primerpaar kein Fragment aus den anderen untersuchten Rhodococcen amplifiziert werden.
Aus diesen Stämmen konnten jedoch mit den entwickelten Dioxygenase-Primern Fragmente
der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase amplifiziert werden. Die sequenzierten Fragmente dieser
Amplifikate waren identisch mit der Sequenz von clcA2 aus R. opacus 1CP. Ein Testverdau der
PCR-Produkte mit einem Restriktionsenzym, das in dem PCR-Produkt von clcA2 und nicht in
clcA aus R. opacus 1CP schneidet, hatte jedoch gezeigt, dass die anderen getesteten
Rhodococcus-Stämme offensichtlich auch noch weitere Gene für Chlorcatechol-1,2-Dioxyge-
nasen tragen. Eine Sequenzanalyse dieser Fragmente steht jedoch noch aus. Diese Fragmente
könnten ähnlich zu clcA aus Stamm 1CP sein oder vielleicht auch neue Gene repräsentieren.
Einen neuen Sequenztyp könnte auch ein Fragment aus R. opacus 1CP repräsentieren, das mit
der Primerkombination fw-diox-rhod/rev-diox-gram(-) amplifiziert wurden und dessen abgeleitete
Proteinsequenz nur etwa 47 % identische AS zu ClcA2 aus R. opacus 1CP aufweist (Abb. 15).
Auch hier müsste natürlich noch geklärt werden, ob das zugehörige Gen auch wirklich für eine
weitere Chlorcatechol-Dioxygenase codiert.
Zusammen mit der kürzlich veröffentlichten Sequenz aus Defluvibacter lusatiensis S1 zeigen
die Ergebnisse, dass innerhalb der α-Proteobakterien eine relativ große Diversität der Abbau-
gene vorhanden zu sein scheint, zumal es z.B. für Sphingomonas sp. TFD44 Hinweise auf das
Vorhandensein weiterer neben den in dieser Arbeit charakterisierten Chlorcatechol-Abbaugene
gibt (Abschnitt 3.2.7). Ebenso deuten die Entdeckung des zweiten Chlorcatechol-Genclusters in
R. opacus 1CP und die Amplifizierung eines mutmaßlichen Chlorcatechol-Dioxygenase-
Fragments, das nur relativ geringe Ähnlichkeit sowohl zu den Chlorcatechol-Dioxygenasen als
auch zur Catechol-Dioxygenase aus diesem Stamm zeigt, darauf hin, dass auch innerhalb der
Gram-positiven Bakterien eine größere Diversität der Chlorcatechol-Abbaugene vorhanden sein
könnte. Sollte das Dioxygenase-Fragment aus Burkholderia sp. 3CB-1 zu einer funktions-
fähigen Dioxygenase gehören, würde dies bedeuten, dass auch innerhalb der β- und γ-Proteo-
bakterien eine größere Diversität als bisher bekannt, vorherrschen könnte.
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Wie die hier durchgeführten Arbeiten gezeigt hatten, wird es mit zunehmender Diversität
natürlich umso schwieriger, mit möglichst geringem Aufwand die Abbaugene nachzuweisen. Ein
einziges Primerpaar reicht nicht aus, um alle Gene eines Enzyms nachweisen zu können. Im
Hinblick auf eine mögliche Anwendung der Primer zur Abschätzung des Abbaupotentials in
einer bakteriellen Lebensgemeinschaft heißt das, dass wohl mit einem Set verschiedener
Sonden oder PCR-Primer gearbeitet werden muss, wenn ein möglichst vollständiges Bild des
mikrobiellen Abbaupotentials entstehen soll. Deshalb ist es wichtig, weitere grundlegende
Forschung zu betreiben, besonders über den Abbau in α-Proteobakterien und ebenso in Gram-
positiven Bakterien.
4.2 Gene des Chlorcatechol-Abbaus in Sphingomonas sp. TFD44 und
Sphingomonas sp. EML146
Nachdem die PCR-Experimente gezeigt hatten, dass die Sphingomonaden Gene für die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase und die Chlormuconat-Cycloisomerase besitzen, die sich relativ
deutlich von den bekannten Genen unterscheiden (Abschnitt 3.1.2.3 und 3.1.3.3), wurden zur
näheren Untersuchung die zugehörigen Gene aus Sphingomonas sp. TFD44 und
Sphingomonas sp. EML146 kloniert und sequenziert.
4.2.1 Gene des Chlorcatechol-Abbaus in Sphingomonas sp. TFD44
In Sphingomonas sp. TFD44 konnten zwei unterschiedliche Gencluster charakterisiert werden.
Das als tfd1 bezeichnete Cluster tfdD,RFCE codiert für einen kompletten Satz von Enzymen
des Chlorcatechol-Abbaus, d.h. es ist je ein Gen für die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase (tfdC)
für die Chlormuconat-Cycloisomerase (tfdD), für die Dienlacton-Hydrolase (tfdE) und die
Maleylacetat-Reduktase (tfdF) vorhanden. Es beinhaltet zusätzlich das Gen für einen mut-
maßlichen Regulator vom LysR-Typ. Die Orientierung des Gens für die Chlormuconat-
Cycloisomerase ist der der anderen Gene entgegengesetzt (Abb. 51).
Der Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen der einzelnen Gene mit in GenBank
gespeicherten Sequenzen bestätigte auch für die Dienlacton-Hydrolase, die Maleylacetat-
Reduktase und den LysR-Regulator eine geringe Ähnlichkeit zu den Sequenzen der anderen
Gram-negativen Bakterien (Abschnitt 3.2.1.2). TfdE hatte 48,1 % identische Positionen mit
TfdEII von pJP4, TfdR hatte 42,2 % identische Positionen mit TfdR von pEST4011 und TfdF
61 % identische Positionen mit TfdF von pEST4011. Auch die Ähnlichkeit von TfdC zu den
bekannten Chlorcatechol-Dioxygenasen war über die gesamte Länge der Proteinsequenz
geringer als die des zugehörigen PCR-Produktes. Sie lag nur noch bei 52,6 % identischen
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Positionen zu TcbC von pP51, die der abgeleiteten Proteinsequenz des PCR-Produktes hatte
69 % betragen.
Theoretisch könnten tfdRFCE auf Grund ihrer gleichgerichteten Orientierung ein Operon bilden,
also gemeinsam transkribiert werden. Die Transkriptionsregulation der Chlorcatechol-Gene
erfolgt gewöhnlich über einen Transkriptionsregulator vom LysR-Typ, dessen Gen zumeist
Bestandteil des Clusters ist (Coco et al., 1993; Vedler et al., 2000a; van der Meer et al., 1991c).
Die Transkriptionsrichtung des Regulatorgens ist der der zu regulierenden Gene zumeist entge-
gengesetzt, so dass die Regulatorbindungsstelle mit dem Promotor des Regulatorgens über-
lappt, was zur Autoregulation des Regulators beiträgt (Schell, 1993). Im Falle des Genclusters
tfd1 trifft diese Anordnung für das Cycloisomerase-Gen zu. In der Promotorregion von tfdD
wurde ein Sequenzbereich mit dem für LysR-Regulatoren typischen Bindemotiv T-N11-A
(Goethals et al., 1992; Schell, 1993) gefunden (Abb. 38). Ähnliche Sequenzmotive wurden auch
in den Promotorbereichen von tfdF und tfdC gefunden. Die mutmaßliche -35-Region von tfdF
ähnelt dabei auffallend der von clcABD von pAC27 und tcbCDEF von pP51. Die mutmaßliche
-35-Region von tfdC ähnelt dagegen der von tfdD (Abb. 38). Es wäre also auch denkbar, dass
tfdFCE oder aber auch nur tfdCE ein Operon bilden.
Der klonierte Bereich umfasst noch drei weitere ORFs. ORF6 und ORF7 folgen auf tfdE und
besitzen dieselbe Orientierung wie tfdRFCE. Ihre möglichen Funktionen werden in Abschnitt
4.2.4 näher erläutert. ORF8 zeigte Ähnlichkeiten zu LysR-Regulatoren, seine Orientierung ist
der von ORF7 entgegengesetzt.
Das zweite Gencluster, das aus Sphingomonas sp. TFD44 kloniert und sequenziert wurde
(tfd2TFD44), besteht im Gegensatz zu tfd1TFD44 lediglich aus je einem Gen für eine Chlorcatechol-
1,2-Dioxygenase, eine Dienlacton-Hydrolase und eine Maleylacetat-Reduktase. Es fehlt ein
Gen für eine Chlormuconat-Cycloisomerase und einen Regulator (Abschnitt 3.2.1.3). Die
abgeleiteten Proteine zeigten sowohl eine geringe Ähnlichkeit zu den bekannten Enzymen der
Gram-negativen Bakterien als auch eine relativ geringe Ähnlichkeit zu den in tfd1TFD44 codierten
Enzymen. TfdC2 hatte 64 % identische Positionen mit TfdC, TfdE2 45 % identische Positionen
mit TfdE und TfdF2 54,7 % identische Positionen mit TfdF aus Stamm TFD44.
Neben den Chlorcatechol-Genen wurde in dem klonierten Bereich noch drei weitere ORFs
gefunden, ORF1 stromaufwärts von tfdC2, ORF5 und ORF6, der nicht vollständig ist,
stromabwärts von tfdF2. Die mögliche Funktion der von diesen ORFs codierten Proteine wird in
Abschnitt 4.2.4 diskutiert. Stromaufwärts von ORF1 wurde zusätzlich noch eine (nicht
vollständige) Kopie von IS6100 (Martin et al., 1990) gefunden.
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Die Chlorcatechol-Gene, tfdC2E2F2, sind so angeordnet, dass sie wahrscheinlich zu einem
Operon gehören. In der Promotorregion von tfdC2 konnte ein Bereich identifiziert werden, der
das T-N11-A Motiv aufweist. Die mutmaßliche -35-Region ist identisch mit der von tfdD aus
Cluster tfd1TFD44 (Abb. 38).
Durch Proteinanreicherung aus 2,4-D gezogenen Zellen von Sphingomonas sp. TFD44 und
anschließender N-terminaler Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass tfdD und tfdC2 bei
Wachstum auf 2,4-D exprimiert werden. Auf Grund der Anordnung der Gene in tfd2TFD44 ist
anzunehmen, dass ebenso tfdE2 und tfdF2 exprimiert werden. Aus der Tatsache, dass tfdD
exprimiert wird, ergibt sich dagegen nicht zwingend, dass auch die anderen Gene von tfd1TFD44
exprimiert werden. Dies müsste noch überprüft werden.
Die Proteinanreicherungen der Chlormuconat-Cycloisomerase und der Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase hatten außer dem Nachweis der Expression von tfdD und tfdC2 noch Hinweise
auf weitere Chlorcatechol-Abbaugene in Stamm TFD44 ergeben. So waren neben TfdD noch
zwei weitere Cycloisomerase-Aktivitäten (bezeichnet als CMC1 und CMC2) feststellbar
(Abschnitt 3.2.6.1).
Der N-Terminus der als CMC1 bezeichneten Cycloisomerase zeigte allerdings keinerlei
Ähnlichkeit zu bekannten Cycloisomerasen. Ebenso zeigte der N-Terminus einer zweiten
mutmaßlichen Dioxygenase keinerlei Ähnlichkeit zu den bekannten Enzymen. Versuche,
Fragmente der zugehörigen Gene mittels PCR zu amplifizieren blieben erfolglos. Dies könnte
zweierlei bedeuten, zum einen, dass es sich um Enzyme handelt, deren Sequenz von den
bekannten Sequenzen derart abweicht, dass die verschiedenen Reversprimer nicht binden
oder, was zumindest für die mutmaßliche Dioxygenase wahrscheinlicher ist, dass es sich bei
den ansequenzierten Proteinen nicht um die gewünschten Enzyme handelte, sondern um
Kontaminanten, da die Reinigung der Enzyme nicht bis zur Homogenität efolgte.
Der N-Terminus der als CMC2 bezeichneten Cycloisomerase zeigte auffallende Ähnlichkeiten
zu den N-Termini von TfdD aus Stamm TFD44 und TfdDII von pJP4 (Abb. 44). Mit einem abge-
leiteten PCR-Primer konnte in Kombination mit dem Reversprimer RevClCyclChpJ ein PCR-
Produkt erhalten werden, das mit einer Länge von 351 bp jedoch deutlich kürzer als erwartet
war. Eigentlich hätte sich ein Fragment von über 900 bp ergeben müssen. Die abgeleitete
Proteinsequenz des PCR-Fragments stimmte jedoch auch über die Sequenz, die durch den
Vorwärtsprimer bestimmt ist, hinaus mit dem N-Terminus des angereicherten Enzyms überein
(Abb. 44). Auch die restliche Sequenz des Fragments wies deutliche Ähnlichkeiten mit den
Enzymen von TfdDTFD44 und TfdDIIpJP4 auf (Abb. 47). Die Primerbindungsstelle des Revers-
primers ChpJ, die zu dem "verkürzten" Fragment führte, kann durch Zufall entstanden sein,
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denn sie fällt nicht in einen konservierten Sequenzbereich (vgl. mit  Abb. 19). Es könnte aber
auch bedeuten, dass es sich um ein Fragment eines inaktiven Rests einer ehemaligen
Cycloisomerase handelt. Klarheit hierüber kann erst eine Sequenzierung eines größeren DNA-
Abschnitts, auf dem dieses Fragment liegt, liefern.
4.2.2 Gene des Chlorcatechol-Abbaus in Sphingomonas sp. EML146
Auch in Sphingomonas sp. EML146 konnten zwei Gencluster identifiziert werden.
Die Sequenz des tfd1-Clusters aus Sphingomonas sp. EML146 ist, soweit sie kloniert und
sequenziert ist, identisch mit der von tfd1TFD44. Allerdings umfasst die klonierte Sequenz
lediglich die Gene tfdRFC (Abb. 36). Ein Vergleich der Restriktionskarte von tfd1TFD44 (Abb. 27
und Abb. 34) mit den Southern-Hybridisierungen genomischer DNA aus Sphingomonas sp.
EML146 in Abb. 31 und Abb. 33 zeigt, dass sich die Sequenz von tfd1EML146 jenseits des
klonierten Bereichs von tfd1TFD44 unterscheiden muss. So tauchen z.B. in den Bahnen des PstI-
Verdaus der Southern-Hybridisierungen keine Signale auf, die Signalen von pSPH2 (ca. 4,4
kb), das die Gene tfdD,RFC umfasst, entsprechen.
Das zweite Gencluster aus Stamm EML146 (tfd2EML146) zeigte ebenfalls hohe Ähnlichkeit zu
tfd1TFD44 (Abschnitt 3.2.2.2). Der Aufbau des Clusters ist gleich. Der klonierte Bereich umfasst
die Gene tfdRFCE und partiell ORF6. Allerdings unterscheiden sich beide Sequenzen durch
zahlreiche Nukleotidaustausche über die gesamte Sequenz und Insertionen/Deletionen in den
intergenischen Bereichen (Abb. 37). tfd2EML146 wird außerdem innerhalb der Sequenz von ORF6
von dem IS-Element IS6100 (Martin et al., 1990) unterbrochen.
4.2.3 Gen-Dosis-Effekt
In beiden untersuchten Sphingomonas-Stämmen konnten zwei Chlorcatechol-Gencluster
nachgewiesen werden und in Sphingomonas sp. TFD44 gibt es Hinweise auf weitere
Chlorcatechol-Abbaugene.
Mehrere Chlorcatechol-Gencluster konnten auch in anderen Stämmen nachgewiesen werden,
wie in R. eutropha JMP134 auf Plasmid pJP4 (Laemmli et al., 2000; Perkins et al., 1990), in
D. acidovorans P4a (Hoffmann et al., 2003) oder R. opacus 1CP (Eulberg et al., 1998;
Moiseeva et al., 2002), bei denen je zwei verschiedene Gencluster gefunden wurden.
Der Besitz mehrerer verschiedener Gencluster kann von entscheidendem Vorteil sein. So trägt
der Besitz zweier unterschiedlicher Gencluster in Rhodococcus opacus 1CP zu einer
Erweiterung des Spektrums möglicher Wachstumssubstrate bei, da die Enzyme der beiden
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Cluster über unterschiedliche Substratspezifitäten verfügen (Moiseeva et al., 2001; Moiseeva et
al., 2002). Inwieweit die beiden unterschiedlichen Gencluster in Sphingomonas sp. TFD44
einen solchen Effekt hervorrufen, muss erst noch durch eine Bestimmung der Substrat-
spezifitäten der beteiligten Enzyme festgestellt werden. Allerdings hatte sich bei der Protein-
anreicherung abgezeichnet das die drei möglichen Cycloisomerasen über unterschiedliche Sub-
stratspezifitäten verfügen (Abschnitt 3.2.8.1).
Ein weiterer möglicher Vorteil ist die Wirkung des sogenannten Gen-Dosis-Effekts. Wie sich
gezeigt hatte, ist ein effektives Wachstum auf einem Chloraromaten manchmal erst möglich,
wenn mehr als ein Chlorcatechol-Gencluster vorhanden ist. So führte in R. eutropha JMP134
die Duplikation eines DNA-Abschnitts von pJP4, auf dem die beiden tfd-Gencluster liegen, zu
einem verbesserten Wachstum auf 3-Chlorbenzoat (Clément et al., 2001). Eine Variante von
R. eutropha JMP134, Stamm JMP134-F, mit nur einer Kopie von pJP4 erwies sich im
Gegensatz zum Wildtyp, der mehrere Kopien von pJP4 trägt, als unfähig, mit 3-Chlorbenzoat zu
wachsen (Trefault et al., 2002). Nach Übertragung der tcb-Gene von pP51 in P. putida KT2442
zeigte sich, dass Transkonjuganten mit schnellem Wachtum auf 3-Chlorbenzoat mehrere
Kopien der tcb-Gene besaßen (Klemba et al., 2000).
Ein solcher Gen-Dosis-Effekt könnte auch in Sphingomonas sp. TFD44 eine Rolle spielen. Dies
zeigte sich durch die Untersuchung des Wachstumsverhaltens einer hergestellten tfdD-
Knockout-Mutante aus Stamm TFD44. Dafür wurden Mutante und Wildtyp auf Glucose
angezogen und dann in 5 mM 2,4-D überimpft. Das Wachstum der Mutante zeigte eine deutlich
verlängerte lag-Phase (Mutante: ca. 3 d, Wildtyp: ca. 10 h) und eine verringerte Wachstumsrate
(Mutante 0,06 h-1, Wildtyp: 0,1 h-1) gegenüber dem Wildtyp (Abschnitt 3.2.5).
4.2.4 Gene oberer Abbauwege des Aromatenabbaus in Sphingomonas sp. TFD44
Neben den Chlorcatechol-Abbaugenen traten in den Genclustern von Sphingomonas sp.
TFD44 noch zusätzliche ORFs auf, die mögliche Funktionen in oberen Abbauwegen des
Aromatenabbaus haben könnten.
ORF6 aus tfd1TFD44 codiert für ein mutmaßliches Protein, das Ähnlichkeiten zu Oxygenase-
Untereinheiten von initialen Dioxygenasen des Aromatenabbaus aufweist (Abb. 24). Am
meisten Ähnlichkeit zeigte es mit den Oxygenase-Untereinheiten von Phthalat-Dioxygenasen
aus Burkholderia cepacia DBO1 (Chang & Zylstra, 1998) und Pseudomonas putida
(NMH102-2) (33 % identische AS), aber auch mit der Untereinheit einer 3-Chlorbenzoat-Dioxy-
genase aus Comamonas testosteroni BR60. Phthalat-Dioxygenase und 3-Chlorbenzoat-
Dioxygenase gehören zur Gruppe IA (nach Batie et al. (1991)) ringhydroxylierender Dioxyge-
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nasen. Diese bestehen zusätzlich zur Oxygenase-Untereinheit noch aus einer Reduktase-
Untereinheit. Gewöhnlich liegen die Gene dieser Untereinheiten unmittelbar benachbart, wie
z.B. pht2 und pht3 in P. putida oder cbaA und cbaB in C. testosteroni BR60 (Abb. 49). Ein Gen
für die zweite UE wurde in der klonierten Sequenz in Sphingomonas sp. TFD44 jedoch nicht
gefunden. Allerdings kann es auch vorkommen, dass die Gene der beiden Untereinheiten nicht
unmittelbar benachbart vorliegen, wie sich z.B. bei der Phthalat-Dioxygenase in B. cepacia
DBO1 zeigt (Abb. 49).
Abb. 49: Genetische Organisation von initialen Dioxygenasen, die Ähnlichkeit zu ORF6tfd1 aus
Sphingomonas sp. TFD44 aufweisen. oph, Gene des Phthalat-Abbaus in B. cepacia DBO1, AF095748
(Chang & Zylstra, 1998); pht, Gene des Phthalat-Abbaus in P. putida, D13229 (Nomura et al., 1992); cba,
Gene des 3-Chlorbenzoat-Abbaus in C. testosteroni BR60, U18133 (Nakatsu et al., 1995).
Die abgeleitete Proteinsequenz von ORF7tfd1 zeigte die größte Ähnlichkeit zu Aldehyd-
Dehydrogenasen (Abb. 25), u.a. auch zu Aldehyd-Dehydrogenasen aus Comamonas
testosteroni T-2, die am Abbau von 4-Toluolsulfonat beteiligt sind. Das 4-Toluolsulfonat wird
von diesem Stamm durch eine Monooxygenase (4-Toluolsulfonat-Methylmonooxygenase), die
ähnlich wie die Phthalat-Dioxygenasen aus einer Oxygenase- und einer Reduktase-Untereinheit
besteht, zu 4-Sulfobenzylalkohol oxidiert. Dieses wird dann durch eine Alkohol-Dehydrogenase
zu 4-Sulfobenzaldehyd umgesetzt, das schließlich durch die Aldehyd-Dehydrogenase in
4-Sulfobenzoat umgewandelt wird (Junker et al., 1997). Es könnte sich also bei den von ORF6
und ORF7 codierten Proteinen um Enzyme handeln, die am Abbau von Aromaten mit einer
Alkylseitengruppe beteiligt sind.
In Cluster tfd2 befindet sich stromaufwärts von tfdC2 ein ORF, dessen Genprodukt Ähnlichkeit
zu kleinen Untereinheiten von initialen Dioxygenasen des bakteriellen Aromatenabbaus
aufweist (Abb. 28). Stromabwärts von tfdF konnten zwei weitere ORFs detektiert werden.
ORF5, der auf tfdF folgt, codiert wahrscheinlich für ein Ferredoxin (Abb. 29). ORF6, der nicht
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vollständig vorliegt, zeigt Ähnlichkeiten zu Ferredoxin-Reduktasen (Abb. 30). Ferredoxin und
Ferredoxin-Reduktase sind ebenfalls Untereinheiten von initialen Dioxygenasen des
Aromatenabbaus. Zur Komplettierung einer solchen Multikomponenten-Dioxygenase vom Typ
IIB (Batie et al., 1991) fehlt hier lediglich noch das Gen für eine weitere Untereinheit, der
sogenannten großen Untereinheit der Oxygenase (vgl. mit Abb. 50)
Die Gene für die UE solcher Dioxygenasen liegen gewöhnlich in einem Operon unmittelbar
hintereinander, wie z.B. bei der Anthranilat-Dioxygenase in B. cepacia DBO1 und der Carbazol-
Dioxygenase aus Sphingomonas sp. CB3 (Abb. 50). Zwar wurde für Sphingomonaden eine
ungewöhnliche Anordnung von Untereinheiten von Multikomponenten-Dioxygenasen
beschrieben, diese bezieht sich aber auf die UE des Elektronentransports (Ferredoxin und
Ferredoxin-Reduktase). So liegen in Sphingomonas sp. RW1 die Untereinheiten der Dioxin-
Dioxygenase in verschiedenen Operons auf verschiedenen Loci im Genom verteilt, wobei
allerdings die beiden Gene für die Oxygenase-Untereinheiten, dxnA1 und dxnA2, unmittelbar
benachbart in einem Operon sind (Armengaud et al., 1998). Eine ähnliche Anordnung findet
sich auf auf Plasmid pNL1 aus Sphingomonas aromaticivorans F199. Dort gibt es sieben Sets
von Oxygenase-UE (wobei große und kleine UE immer unmittelbar benachbart liegen), aber nur
ein Set von Ferredoxin und Ferredoxin-Reduktase (Romine et al., 1999). Für das Fehlen der
großen Oxygenase-UE in Cluster tfd2 könnte aber das unmittelbar stromaufwärts von ORF1
lokalisierte IS-Element verantwortlich sein.
Abb. 50: Genetische Organisation von initialen Dioxygenasen vom Typ IIB (Batie et al., 1991), deren
Untereinheiten Ähnlichkeiten zu ORF1tfd2, ORF5tfd2 oder ORF6tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44 zeigen.
and, Anthranilat-Dioxygenase aus B. cepacia DBO1, AY223539 (Chang et al., 2003); car, Carbazol-
Dioxygenase aus Sphingomonas sp. CB3, AF060489 (Shepherd & Lloyd-Jones, 1998); cmt, Cumat-
Dioxygenase aus P. putida F1, U24215 (Eaton, 1996).
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Es bleibt die Frage, ob die oben charakterisierten mutmaßlichen Dioxygenase-UE in
Sphingomonas sp. TFD44 am Abbau von Chloraromaten beteiligt sind.
Sphingomonas sp. TFD44 und Sphingomonas sp. EML146 waren auf Grund ihrer Fähigkeit,
2,4-D abzubauen, isoliert worden (Amy et al., 1985; Fulthorpe et al., 1995). 2,4-D wird von
R. eutropha JMP134 und anderen Gram-negativen Bakterien durch eine α-Ketoglutarat
abhängige Dioxygenase (TfdA) zu 2,4-Dichlorphenol umgesetzt (Streber et al., 1987). Dieses
wird durch eine Phenol-Hydroxylase (TfdB) zu 3,5-Dichlorcatechol hydroxyliert.
Über Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde und durch PCR mit degenerierten Primern
konnte sowohl in Stamm TFD44 als auch in Stamm EML146 ein Gen für die Chlorphenol-
hydroxylase nachgewiesen werden. Dies gelang jedoch nicht für TfdA (Fulthorpe et al., 1995;
Vallaeys et al., 1996; Vallaeys et al., 1999). Itoh et al. (2002) konnten vor kurzem tfdA-ähnliche
Gene in α-Proteobakterien der Bradyrhizobium-Agromonas-Nitrobacter-Afipia Gruppe nach-
weisen und entsprechende Fragmente amplifizieren, die nur 56-60 % Identität zu den Enzymen
von R. eutropha JMP134, Burkholderia sp. RASC (Suwa et al., 1996) und Achromobacter
xylosoxidans EST4002 (Vedler et al., 2000b) zeigten. PCR-Versuche mit den von Itoh et al.
(2002) publizierten Primern zur Amplifzierung der tfdAα-Fragmente mit DNA aus Stamm TFD44
und EML146 führten jedoch nicht zu einem Erfolg (Daten nicht gezeigt). In früheren Unter-
suchungen konnte in diesen Stämmen allerdings auch keine TfdA-Enzymaktivität
nachgewiesen werden (Fulthorpe et al., 1995), so dass anzunehmen ist, das sie 2,4-D über
einen anderen Mechanismus zu Chlorcatechol umwandeln.
Kitagawa et al. (2002) konnten eine alternative Dioxygenase in Bradyrhizobium sp. HW13
detektieren, die 2,4-D zu Chlorphenol umsetzt. Dieses Enzym ist eine Multikomponenten-
Dioxygenase und Kitagawa et al. (2002) konnten Gene für die große und kleine Oxygenase-
Untereinheit (cadA, cadB), sowie für eine Ferredoxin-Komponente (cadC) klonieren und
sequenzieren. Die große und kleine Untereinheit zeigten jeweils Ähnlichkeit zu den ent-
sprechenden Untereinheiten der 2,4,5-Trichlorphenoxyacetat-Oxygenase aus Burkholderia
cepacia AC1100 (Danganan et al., 1995; Daubaras et al., 1995). Über Hybridisierung mit einem
Fragment der großen UE als Sonde konnten Kitagawa et al. homologe Fragmente auch in
Sphingomonas sp. TFD44 nachweisen. Es könnte also durchaus sein, dass dieser Stamm
2,4-D über ein ähnliches Enzym abbaut. Die mutmaßliche kleine Untereinheit und die Ferre-
doxin-UE, die von ORF1tfd2 und ORF5tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44 codiert werden, zeigten
jedoch keine signifikante Ähnlichkeit zu CadB bzw. CadC aus Bradyrhizobium sp. HW13.
Über das Substratspektrum von Sphingomonas sp. TFD44 und Sphingomonas sp. EML146 ist
wenig bekannt. Neben 2,4-D kann Stamm TFD44 jedoch noch andere Chlorphenoxy-
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alkansäuren verwerten, wie z.B. racemische 2-(2,4-Dichlorphenoxy-)Propionsäure, 2,4-Dichlor-
phenoxybuttersäure und 2-Methyl-4-chlorphenoxybuttersäure (Smejkal et al., 2001). Von
anderen Sphingomonaden ist bekannt, dass sie eine Vielzahl verschiedener aromatischer
Verbindungen abbauen können, wie z.B. Sphingomonas aromaticivorans F199, der mit Toluol,
Xylol, p-Cresol, Biphenyl, Naphthalin, Dibenzothiophen, Flouren, Salicylat und Benzoat
wachsen kann (Fredrickson et al., 1991; Fredrickson et al., 1995) oder S. yanoikuyae B1, der
mit 1,2,4-Trimethylbenzol, Toluol, p-Ethyltoluol, m- und p-Xylol, Biphenyl, Naphthalin,
Phenantren und Anthrazen wachsen kann (Zylstra & Kim, 1997). Es wäre interessant
festzustellen, ob Sphingomonas sp. TFD44 über ein ähnlich weites Substratspektrum verfügt
und ob die in dieser Arbeit klonierten Gene am Abbau beteiligt sind.
4.2.5 Mobile genetische Elemente in Sphingomonas sp. TFD44 und Sphingomonas
sp. EML146
Die Chlorcatechol-Gene sind oft auf mobilen genetischen Elementen lokalisiert. Viele liegen auf
katabolen Plasmiden wie pJP4  (Don & Pemberton, 1985), pAC27 (Ghosal et al., 1985 b), pP51
(van der Meer et al., 1991a), pEST4011 (Koiv et al., 1996) und pIJB1 (Poh et al., 2002).
Vielfach sind sie außerdem Bestandteile kataboler Transposons (Hoffmann et al., 2003; Leveau
& van der Meer, 1997; Ogawa & Miyashita, 1999a; Poh et al., 2002).
In Sphingomonas sp. TFD44 konnten mehrere Plasmide detektiert werden (Abb. 39). Der
Nachweis, ob die charakterisierten Chlorcatechol-Gene auf einem dieser Plasmide liegen,
konnte jedoch noch nicht erbracht werden. Sphingomonas sp. EML146 wurde in dieser Arbeit
nicht auf Plasmide getestet, allerdings wurde in einer früheren Untersuchung ein ca. 60,21 MDa
großes Plasmid in diesem Stamm detektiert (Amy et al., 1985). Auch für diesen Stamm müsste
noch überprüft werden, ob die Chlorcatechol-Gene auf diesem Plasmid lokalisiert sind.
Sowohl in Sphingomonas sp. TFD44 als auch in Sphingomonas sp. EML146 wurden Kopien
des Insertionselements IS6100 gefunden. IS6100 wurde das erste Mal in Mycobacterium
fortuitum FC1 entdeckt (Martin et al., 1990). Seither ist es jedoch noch in einer Reihe anderer
Bakterien detektiert worden, so z.B. in Arthrobacter (Flavobacterium) sp. KI72 (Kato et al.,
1994; Negoro, 2000), Pseudomonas aeruginosa (Partridge et al., 2001) und Xanthomonas
campestris (Sundin & Bender, 1995). In Mycobacterium fortuitum bildet es gemeinsam mit
Sulfonamid-Resistenzgenen das Transposons Tn610 (Martin et al., 1990). In Arthrobacter sp.
KI72 flankieren Kopien von IS6100 Gene des Nylon-Oligomer Abbaus auf dem Plasmid pOAD2
(Kato et al., 1994). Ob sie ein transposables Element bilden wurde noch nicht überprüft, ist aber
wahrscheinlich. In Xanthomonas campestris wurde nur eine Kopie des IS-Elements innerhalb
des Transposons Tn5393b gefunden, das Streptomycin-Resistenzgene trägt. Es ist strom-
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aufwärts der Resistenzgene lokalisiert und erhöht offensichtlich die Expression dieser Gene
(Sundin & Bender, 1995). Welche Funktion IS6100 in den beiden untersuchten Sphingomonas-
Stämmen übernimmt, bedarf noch weiterer Untersuchungen. Die Tatsachen, dass IS6100 in
Cluster tfd2 von Sphingomonas sp. EML146 den ORF6 unterbricht und dieses Gencluster
homolog zu tfd1 aus Stamm TFD44 ist, könnten auf die Existenz eines katabolen Transposons
hindeuten.
4.3 Evolution der Chlorcatechol-Gencluster
Da sich die Chlorcatechol-Gene der α-Proteobakterien als divergent zu den Genen der β- und
γ-Proteobakterien erwiesen haben, sind sie auch im Hinblick auf die Evolution des Chlor-
catechol-Wegs von Interesse. Daher soll in diesem Abschnitt versucht werden, die Beziehung
zwischen dem Aufbau der bekannten Gencluster und der Phylogenie der beteiligten Gene zu
erläutern und so auf die Entwicklung der Gencluster und damit des Chlorcatechol-Wegs
rückzuschließen.
Die ersten Gencluster, die charakterisiert worden waren, sind die von pAC27 (Coco et al., 1993;
Frantz & Chakrabarty, 1987), pJP4 (Modul1, tfdI) (Leveau & van der Meer, 1996; Perkins et al.,
1990) und pP51 (van der Meer et al., 1991b; van der Meer et al., 1991c). Viele der seither
charakterisierten Gencluster besitzen einen hohen Grad an Ähnlichkeit zu jeweils einem dieser
drei Cluster (Abb. 51). So sind die Gencluster von P. aeruginosa JB2 (Hickey et al., 2001) und
B. fungorum (NCBI Microbial Genomes Annotation Project, 2002) nahezu identisch mit dem
Cluster von pAC27. Die Cluster von P. chlororaphis RW71 (Potrawfke et al., 2001), pENH91
(Ogawa & Miyashita, 1999a), pA81 (Jencova et al., unveröffentlicht) und Modul1 (tfdI) von
D. acidovorans P4a (Hoffmann et al., 2003) sind sehr ähnlich zu dem Cluster von pP51 und das
Cluster von Burkholderia sp. NK8 (Liu et al., 2001) ist ähnlich zu dem Cluster tfdI von pJP4.
Die Gencluster von pAC27, pP51 und pJP4 (tfdI) sind sehr wahrscheinlich aus einem
gemeinsamen Vorläufer hervorgegangen (Schlömann, 1994). Dies zeigt sich zum einen in der
hohen Ähnlichkeit der Sequenzen der entsprechenden Enzyme (Abb. 53, Abb. 54, Abb. 55,
Abb. 56, Abb. 57) und zum anderen in der Ähnlichkeit der Anordnung der verschiedenen Gene
innerhalb der Cluster (Abb. 51). Es ist sehr unwahrscheinlich, dass eine derartig ähnliche
Struktur mehrfach unabhängig voneinander entstanden ist.
Die Gencluster von pP51 und pAC27 unterscheiden sich von tfdI von pJP4 durch einen
zusätzlichen ORF zwischen den Genen der Chlormuconat-Cycloisomerase und der Dienlacton-
Hydrolase. Dieser codiert vermutlich für einen Transporter (Seibert et al., 2004) und wird im
Folgenden als ORFX bezeichnet. Der Besitz dieses zusätzlichen ORFs lässt vermuten, dass
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diese beiden Cluster enger miteinander verwandt sind als mit dem Cluster von pJP4. Bestätigt
wird dies durch die Stellung der zugehörigen Enzyme in den Dendrogrammen der Dioxy-
genasen (Abb. 53) und der Cycloisomerasen (Abb. 54), nicht jedoch in den Dendrogrammen
der Dienlacton-Hydrolasen (Abb. 55) und der Maleylacetat-Reduktasen (Abb. 56). In den
letzteren zeigt sich eine engere Beziehung zwischen den Enzymen von pJP4 (tfdI) und pP51.
Allerdings ergibt sich bei Verwendung der Parsimony-Methode zur Dendrogrammerstellung für
die Maleylacetat-Reduktasen eine ähnliche Anordnung wie bei den Dioxygenasen und
Cycloisomerasen (nicht gezeigt). Dies stützt die These, dass die beiden Cluster von pAC27 und
pP51 einen gemeinsamen Vorgänger haben, den sie nicht mit tfdI von pJP4 teilen. ORFX
könnte bei der Entwicklung zu den Clustern von pAC27 und pP51 neu erworben worden sein,
oder aber bei der Entwicklung von tfdI von pJP4 verloren gegangen sein.
Das Gencluster von pEST4011 und tfdII von pJP4 unterscheiden sich im Aufbau von tfdI von
pJP4 und den Clustern von pAC27 und pP51, sie ähneln sich jedoch untereinander (Abb. 51).
Die Sequenzen der Chlorcatechol-Dioxygenasen, der Dienlacton-Hydrolasen und der LysR-
Regulatoren dieser beiden Gencluster zeigen auch eine enge Verwandtschaft zueinander (Abb.
53, Abb. 55, Abb. 57). Ähnlich wie für die Gencluster von pAC27, pP51 und tfdIpJP4, kann hier
daher auch ein gemeinsamer Ursprung angenommen werden (Vedler et al., 2000a). Dem
Gencluster von pEST4011, fehlen im Vergleich zu tfdIIpJP4 allerdings Gene entsprechend tfdDII
und tfdFII.
Die Sequenzen der Cluster von pIJB1 (Poh et al., 2002), tfdII von D. acidovorans P4a
(Hoffmann et al., 2003) und pTV1 (Vallaeys et al., unveröffentlicht) zeigen eine sehr hohe
Ähnlichkeit zu dem Cluster von pEST4011, sie sind sogar nahezu identisch (Abb. 51). Eine
Ausnahme bilden lediglich die Chlorcatechol-Dioxygenase und der LysR-Regulator von tfdII von
D. acidovorans P4a. Im Verlauf der Entwicklung der beiden Gencluster aus Stamm P4a war es
vermutlich zu einer Verdopplung von tfdR und tfdC des tfdI-Clusters gekommen, die durch
Rekombination an die Stelle der mutmaßlichen früheren Gene des tfdII-Clusters gerückt sind.
Reste der ursprünglichen Dioxygenase finden sich am 3'-Ende von tfdCIIP4a (Hoffmann et al.,
2003).
TfdFII von pJP4 nimmt in dem Dendrogramm der Maleylacetat-Reduktasen (Abb. 56) eine
Sonderstellung ein. In dem intergenischen Bereich von tfdE und tfdB von pEST4011 finden sich
keine Hinweise auf Reste eines ähnlichen Gens, so dass anzunehmen ist, dass tfdFII in dem
gemeinsamen Vorläufer der Gencluster von pEST4011 und tfdIIpJP4 noch nicht vorhanden war.
Anstelle eines Gens ähnlich zu tfdFII besitzt pEST4011 ein anderes Maleylacetat-Reduktase-
Gen ca. 1,8 kb stromabwärts von tfdA (Abb. 51).
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Abb. 51: Legende s. folgende Seite.
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In pEST4011 finden sich aber zwischen dem Gen des LysR-Regulators und dem der
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase noch Reste eines mutmaßlichen Cycloisomerase-Gens, das
Ähnlichkeiten zu tfdDII aufweist (Vedler et al., 2000a; Vedler et al., 2000b) (Abb. 51), so dass
angenommen werden muss, dass das ursprüngliche Cycloisomerase-Gen in der Entwicklung
dieses Genclusters verloren gegangen ist.
Die Cycloisomerase TfdDII von pJP4 weist im Vergleich zu anderen Cycloisomerasen einige
Besonderheiten auf. So hat sie z.B. eine sehr geringe Aktivität mit 2-Chlormuconat und
dehalogeniert dieses Substrat auch nur langsam (Plumeier et al., 2002). In ihrer Gensequenz
führt eine Verschiebung des Leserasters zu einer im Vergleich zu TfdD von pJP4 verkürzten
Sequenz (Laemmli et al., 2002). Diese Besonderheiten könnten dazu beigetragen haben, dass
ein entsprechendes Gen bei der Entwicklung des Genclusters von pEST4011 verloren
gegangen ist.
Neben dem degradierten Cycloisomerase-Gen ist in pEST4011 ein weiteres Cycloisomerase-
Gen vorhanden, das stromaufwärts der anderen Chlorcatechol-Gene lokalisiert ist (Abb. 51).
Die von diesem Gen codierte Cycloisomerase zeigt eine enge Verwandtschaft zu der
Cycloisomerase des Genclusters von pP51 (Abb. 54). Dem Gen dieser Cycloisomerase folgt
ein ORF, dessen Genprodukt Ähnlichkeit mit dem Genprodukt von ORFX von pP51 aufweist
(Abb. 58). Anscheinend sind die beiden Gene, tfdD und ORFX, als Modul in pEST4011
integriert worden. Auf Grund der Ähnlichkeit der Genprodukte zu denen von pP51 kann dies
erst vor relativ kurzer Zeit erfolgt sein.
Interessant im Bezug auf das Gencluster von pEST4011 und tfdII von pJP4 ist, dass die von
ihnen codierten Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen eng verwandt mit den Dioxygenasen von
pAC27, pP51 und tfdIpJP4 sind (Abb. 53), während die Dienlacton-Hydrolasen, und bei
pEST4011 auch die Maleylacetat-Reduktase, eine größere Ähnlichkeit zu den entsprechenden
Sequenzen der in dieser Arbeit charakterisierten Genprodukte der Sphingomonaden aufweisen
(Abb. 55, Abb. 56).
Die Dienlacton-Hydrolasen und die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen der beiden Cluster aus
Abb 51: Darstellung der bekannten Chlorcatechol-Gencluster. Es sind nur die vollständigen bzw.
weitestgehend vollständigen Gencluster dargestellt. tfdI und tfdII von Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4)
und tfdI und tfdII von D. acidovorans P4a sind getrennt dargestellt. Die Stellen, an denen diese Gen-
cluster eigentlich miteinander verbunden sind, sind dadurch gekennzeichnet, dass zusätzlich ein ORF
(gestrichelt) dargestellt ist, der dem jeweils anderem Cluster angehört. Accession No. und Referenzen für
Sequenzen, die nicht in den Legenden von Abb. 6 und Abb. 13 aufgeführt sind: Defluvibacter lusatiensis
S1, AJ536297 (Fritsche, 1998); Burkholderia fungorum, NZ_AAAJ02000176 (NCBI Microbial Genomes
Annotation Project); Achromobacter xylosoxidans A8 (pA81), AJ515144 (Jencova et al., unveröffentlicht);
Delftia acidovorans P4a, AY078159 (Hoffmann et al., 2003).
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Sphingomonas sp. TFD44 sind relativ eng miteinander verwandt (Abb. 53, Abb. 55). Die Gene
dieser beiden Enzyme liegen in beiden Genclustern direkt hintereinander (tfdCE) (Abb. 51).
Dies könnte bedeuten, dass sie als Modul verbreitet wurden.
Dieselbe Anordnung von Dioxygenase- und Hydrolase-Gen findet sich auch bei den
Genclustern, die ähnlich zu tfdIIpJP4 sind und bei den beiden Genclustern aus R. opacus 1CP
(Abb. 51). Interessanterweise bilden die Dienlacton-Hydrolasen dieser Cluster einen gemein-
samen Ast im Dendrogramm, während die Hydrolasen der Gencluster ähnlich zu pAC27, pP51
und tfd1pJP4 auf einem anderen Ast sitzen (Abb. 55). Allerdings ergibt sich ein solcher
Zusammenhang nicht auch für die Dioxygenasen (Abb. 53), so dass angenommen werden
muss, dass die Aufeinanderfolge von Dioxygenase- und Hydrolase-Gen mehrfach unabhängig
entstanden ist. Allerdings kann im Fall der Cluster von pEST4011 und tfdIIpJP4 nicht aus-
geschlossen werden, dass in dem mutmaßlichen gemeinsamen Vorläufer eine ursprüngliche
Dioxygenase, die vielleicht mehr Ähnlichkeiten zu den Dioxygenasen der α-Proteobakterien
aufwies, durch Rekombination ersetzt wurde.
Der LysR-Regulator, die Chlormuconat-Cycloisomerase und die Maleylacetat-Reduktase des
Bradyrhizobium-ähnlichen Stamms UO zeigen jeweils eine relativ enge Verwandtschaft zu den
entsprechenden Enzymen von tfd1TFD44 (Abb. 57, Abb. 54, Abb. 56). Da die Anordnung der
zugehörigen Gene untereinander in beiden Genclustern gleich ist (Abb. 51), kann auch hier
wieder angenommen werden, dass diese Gene als Modul weitergegeben wurden. Die
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase und die Dienlacton-Hydrolase des Bradyrhizobium-ähnlichen
Stamms UO scheinen dagegen unabhängig rekrutiert worden zu sein.
Die Dienlacton-Hydrolase des Bradyrhizobium-ähnlichen Stamms UO ist nur entfernt mit den
Sphingomonas-Enzymen verwandt (Abb. 55). Sie zeigt eher Ähnlichkeit zu den entsprechenden
Enzymen von pAC27, pP51 und tfdIpJP4, was sich u.a. auch im Alignment der Dienlacton-
Hydrolasen anhand der eingefügten gaps zeigt (Abb. 23).
Eine weitere Ähnlichkeit zwischen dem Cluster tfd1 von Sphingomonas sp. TFD44 und dem
Cluster tfdII von pJP4 ist die Stellung der Chlormuconat-Cycloisomerasen im zugehörigen
Dendrogramm (Abb. 54). Ebenso wie TfdDII von pJP4 bildet die Cycloisomerase von Stamm
TFD44 einen eigenen Ast, der sehr früh von dem gemeinsamen Ast der Chlormuconat-
Cycloisomerasen und Muconat-Cycloisomerasen der Proteobakterien abzweigt. Offensichtlich
sind die Chlormuconat-Cycloisomerasen TfdDII von pJP4 und TfdD von Sphingomonas sp.
TFD44 unabhängig von den Chlormuconat-Cycloisomerasen von pAC27, pP51 und tfdIpJP4
entstanden.
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Die Gencluster tfd1 von Sphingomonas sp. TFD44 und von dem Bradyrhizobium-ähnlichen
Stamm UO sowie das Gencluster tfdII von pJP4 haben mit den meisten Catechol-Genclustern
(Abb. 52) ein Merkmal gemeinsam: die Kombination von LysR-Regulator-Gen und Cyclo-
isomerase-Gen, wobei die Transkriptionsrichtung beider Gene entgegengesetzt ist.
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die jeweiligen gebildeten Muconate als
Induktoren für die LysR-Regulatoren wirken (Coco et al., 1993; Ogawa et al., 1999b; Parsek et
al., 1994a; Parsek et al., 1994b; Vedler et al., 2000a). Diese Struktur könnte sich daher schon
früh in der Entwicklung von Catechol- und Chlorcatechol-Weg als regulatorische Einheit
herausgebildet haben.
Abb. 52: Darstellung bekannter Catechol-Gencluster. GenBank Accession No. und Referenzen für
Sequenzen, die nicht in den Legenden von Abb. 6 und Abb. 13 aufgeführt sind: cat2 Frateuria sp.
ANA-18, AB009373 (Murakami et al., 1999b); cat2 Burkholderia sp. TH2, AB035325 (Suzuki et al., 2002);
cat1 Frateuria sp. ANA-18, AB089795 (Murakami et al., 1999b); Burkholderia sp. NK8, AB024746
(Francisco Jr. et al., 2001); cat2 Burkholderia sp. TH2, AB035483 (Suzuki et al., 2002); Corynebacterium
efficiens YS-314, NC_004369 (Region: 2441918 bis 2459115 bp) (Kawarabayasi et al., unveröffentlicht);
Rhodococcus erythropolis CCM2595, AJ605581 (Vesely et al., unveröffentlicht)
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Für Rhodococcus opacus 1CP wurde auf Grund biochemischer Daten und der Divergenz der
Proteinsequenzen zu den proteobakteriellen Sequenzen eine konvergente Evolution des
Chlorcatechol-Wegs postuliert (Eulberg et al., 1998; Moiseeva et al., 2002). Durch die
Sequenzen der α-Proteobakterien stellen sich nun auch innerhalb der Proteobakterien
zumindest zwei Entwicklungslinien für den Chlorcatechol-Weg dar, einmal diejenige, die zu den
Enzymen von pAC27, pP51 und tfdIpJP4 führte und zum anderen die, die zu den Enzymen der α-
Proteobakterien und z.T. von pEST4011 (bezogen auf die Dienlacton-Hydrolase und die
Maleylacetat-Reduktase) und tfdII von pJP4 (bezogen auf die Dienlacton-Hydrolase und die
Chlormuconat-Cycloisomerase) führte. Gestützt wird diese Annahme hauptsächlich durch die
Stellung der Chlomuconat-Cycloisomerasen und der Dienlacton-Hydrolasen in den jeweiligen
Dendrogrammen (Abb. 54, Abb. 55). Man kann daher auch von einer konvergenten Evolution
des Chlorcatechol-Wegs innerhalb der Proteobakterien sprechen.
Abb. 53 (Fortsetzung der Legende): Als Außengruppen dienen β-Untereinheiten von Protocatechuat-3,4-
Dioxygenasen (PcaH) und Hydroxyquinol-Dioxygenasen (HadC, HQD). Das Dendrogramm wurde mit
den Programmen PROTDIST und FITCH des Phylip-Programmpakets (Felsenstein, 1993) berechnet und
basiert auf einem Alignment, das mit ClustalX 1.81 (Higgins & Sharp, 1988; Thompson et al., 1997)
erstellt wurde. Die Darstellung des Dendrogramms erfolgte mit dem Programm TreeView (Page, 1996).
Für die Berechnung des Dendrogramms wurden nur Aminosäuren berücksichtigt, die den Positionen 36-
297 in Abb. 22 entsprechen. Bootstrap-Werte wurden mit Hilfe des Programms SEQBOOT aus dem
Phylip-Programmpaket mit 100 Replikaten berechnet. Dargestellt sind nur Bootstrap-Werte größer als 50.
Für GenBank Accession No. und Referenzen der Catechol- und Chlorcatechol-Dioxygenasen s.
Legenden zu Abb. 6, Abb. 13 und Abb. 51. GenBank Accession No. und Referenzen der übrigen
Sequenzen: ClcA Ralstonia sp. 705, AJ006307 (van der Meer et al., 1998); CatA P. putida ND6,
AY208917 (Li et al., unveröffentlicht); HadC R. pickettii, D86544 (Takizawa et al., 1995); HQD
Arthrobacter sp. BA-5-17, AB016258 (Murakami et al., 1999a); HQD B. cepacia, U19883 (Daubaras et
al., 1995); PcaH P. marginata, U33634 (Petersen & Schwab, unveröffentlicht); PcaH A. tumefaciens,
U32867 (Parke, 1997); PcaH α-Proteobacterium Y3F, AF253466 (Buchan et al., 2000); PcaH P. putida
NCIMB9869, U96339 (Cronin et al., 1999); PcaH Pseudomonas sp. HR199, Y18527 (Overhage et al.,
1999); PcaH P. putida WCS358, AJ295623 (Bertani et al., unveröffentlicht).
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Abb. 53: Dendrogramm zur Darstellung der Verwandtschaft von Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen (ClcA,
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Abb. 54: Dendrogramme zur Darstellung der Verwandtschaft von Chlormuconat-Cycloisomerasen (ClcB,
TcbD, TfdD, CbnB, TetD, MocpB) und Muconat-Cycloisomerasen (CatB, MC). A, Darstellung als
Phylogramm, B, Darstellung als radialer Baum. Für die Berechnung des Dendrogramms wurden nur die
Positionen des Alignments berücksichtigt, die den Positionen 28-359 in Abb. 19 entsprechen. Die Erstel-
lung des Dendrogramms wurde wie in der Legende Abb. 53 beschrieben durchgeführt. Als
Außengruppen dienen N-Acylaminosäure Racemasen (Aar, Aaar, NAR) und Mandelat-Racemasen
(MdlA, MR). GenBank Accession No. und Referenzen: Aaar Amycolatopsis sp. , I39598 (Tokuyama &
Hatano, 1995); Aar A. orientalis, AJ292519 (Verseck et al., unveröffentlicht); NAR D. radiodurans,
D75568 (White et al., 1999); NAR T. acidophilum, AL445063 (Ruepp et al., 2000); MdlA P. putida,
J05293 (Tsou et al., 1990); MR S. solfataricus, AE006902 (She et al., unveröffentlicht). Für Accession
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Abb. 55: Dendrogramm zur Darstellung der Verwandtschaft von Dienlacton-Hydrolasen (ClcD, TcbE,
CbnC, TetE, MocpC, TfdE, DLH). Für die Erstellung des Dendrogramms wurden die Programme wie in
der Legende zu Abb. 53 beschrieben genutzt. Für die Berechnungen wurden die Aminosäuren genutzt,
die den Positionen 43-229 in Abb. 23 entsprechen. Accession No. und Referenzen für Sequenzen, die
nicht in den Legenden zu Abb. 6, Abb. 13, und Abb. 51 aufgeführt sind: DLH P. resinovorans CA10,
AB047548 (Sato et al., 1997); DLH pEST4011, JC5015 (Koiv et al., 1996); DLH M. extorquens, U72662
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Abb. 56: Dendrogramm zur Darstellung der Verwandtschaft von Maleylacetat-Reduktasen. Die Erstellung
des Dendrogramms erfolgte wie in der Legende zu Abb. 53 beschrieben. Für die Berechnung des
Dendrogramms wurde die Positionen des Alignments genutzt, die den Positionen 16-337 in  Abb. 21 ent-
sprechen. Als Außengruppen wurden 1,3-Propandiol-Dehydrogenasen (DhaT), Alkohol-Dehydrogenasen
(Adh) und Methanol-Dehydrogenasen (Mdh) verwendet. Accession No. und Referenzen der Sequenzen,
die nicht in den Legenden zu Abb. 6, Abb. 13, und Abb. 51 aufgeführt sind: MacA R. opacus 1CP,
AF030176 (Seibert et al., 1998); MAR A. tumefaciens C58, AE008165 (Hinkle et al., unveröffentlicht);
DxnE Sphingomonas sp. RW1, X72850 (Armengaud et al., 1999); MacA R. eutropha 335, AF130250
(Seibert et al., 2004); TftE B. cepacia AC1100, U19883 (Daubaras et al., 1995); MAR B. cepacia R34,
AF169302 (Johnson et al., 2002); Adh1 C. saccharobutylicum, M26941 (Youngleson et al., 1989); AdhII
Z. mobilis, X17065 (Yoon & Pack, 1990); Adh M. acetivorans, AE010958 (Galagan et al., 2002); Mdh
Bacillus sp. C1, M65004 (de Vries et al., 1992); CPE0936 C. perfringens, AP003188 (Shimizu et al.,
2002); DhaT C. pasteurianum, AF006034 (Luers et al., 1997); DhaT K. pneumoniae, U30903 (Willard,
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Abb. 57: Dendrogramm zur Darstellung der Verwandtschaft von LysR-Regulatoren. Die Erstellung des
Dendrogramms erfolgte wie in der Legende zu Abb. 53 beschrieben. Für die Berechnung wurden Amino-
säuren verwendet, die den Positionen 16-303 in  Abb. 20 entsprechen. Accession No. und Referenzen
von Sequenzen, die nicht in den Legenden zu Abb. 6, Abb. 13, Abb. 51 und Abb. 52 aufgeführt sind:
CdoR Comamonas sp. JS765, U93090 (Parales et al., 1997); RbcR A. vinosum, M64032 (Viale et al.,
1991); LysR E. coli, J01614 (Stragier & Patte, 1983); CysB S. typhimurium, M15040 (Ostrowski et al.,
1987); ORF8 Sph. sp. TFD44 (diese Arbeit).
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Abb. 58: Dendrogramm zur Darstellung der Verwandtschaft der von den als ORFX bezeichneten ORFs
codierten Proteine. Die Erstellung des Dendrogramms erfolgte wie in der Legende zu Abb. 53 beschrie-
ben. Accession No. und Referenzen: s. auch Legenden zu Abb. 6, Abb. 13, und Abb. 51; OrfJ
Comamonas testosteroni TA441, AB029044 (Arai et al., 2000); NagM-like protein R. eutropha H16,
AY305378 (Schwartz et al., unveröffentlicht); MacB R. eutropha 335, AF130250 (Seibert et al., 2004);
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5 Zusammenfassung
Eine Aufgabe in der vorliegenden Arbeit war es, PCR-Primer zu entwickeln, mit denen Gene
des Chloraromaten-Abbaus in bakteriellen Lebensgemeinschaften nachgewiesen werden
können. Als Zielgene hierfür wurden die Gene für die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen und die
Chlormuconat-Cycloisomerasen des modifizierten ortho-Wegs ausgesucht, da dieser Stoff-
wechselweg eine zentrale Rolle im Chloraromaten-Abbau der Bakterien spielt.
Zu Beginn der Arbeiten waren lediglich Sequenzen von Chlorcatechol-Abbaugenen aus
wenigen β- und γ-Proteobakterien und dem Gram-positiven Stamm Rhodococcus opacus 1CP,
dessen Enzyme nur gering mit denen der Proteobakterien verwandt sind, bekannt. Bekannt war
außerdem, dass α-Proteobakterien Gene besitzen, die sich deutlich von denen der β- und
γ-Proteobakterien unterscheiden.
Bereits mit den ersten Primern, die zum Nachweis der Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene
entwickelt wurden, konnten neben Fragmenten aus β- und γ-Proteobakterien auch solche aus
α-Proteobakterien, drei Sphingomonas-Stämmen und zwei Bradyrhizobium-ähnlichen
Stämmen, amplifiziert werden. Außerdem konnte ein Fragment von clcB aus R. opacus 1CP
amplifziert werden. Eine Amplifikation von Fragmenten aus weiteren Rhodococcen gelang
jedoch nicht. Wie erwartet wiesen die Fragmente der α-Proteobakterien eine nur geringe
Ähnlichkeit zu den Sequenzen der β- und γ-Proteobakterien auf (ca. 40 % identische
Aminosäuren).
Aufbauend auf neuen Sequenzinformationen aus GenBank, einer weiteren Sequenz aus
R. opacus 1CP und den mittlerweile vollständig sequenzierten Chlorcatechol-Genen von
Sphingomonas sp. TFD44 (diese Arbeit) und dem Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO
wurden verschiedene Primer für den Nachweis von β- und γ-proteobakteriellen und von
α-proteobakteriellen Chlormuconat-Cyloisomerase-Genen entwickelt. Zwar wurden auch Primer
für den Nachweis der Rhodococcus-Sequenzen entwickelt, jedoch konnte mit ihnen kein
Fragment der richtigen Größe amplifiziert werden. Daher bleibt der Nachweis der
Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene aus Gram-positiven Bakterien problematisch.
Für den Nachweis der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gene waren Primer anderer Autoren auf
ihr Nachweisspektrum überprüft worden. Mit den Primern nach Leander et al. (1998) ließen sich
neben den Genen aus β- und γ-Proteobakterien zwar auch Gene aus Sphingomonaden
nachweisen, nicht jedoch die Gene aus den Rhodococcen und dem Bradyrhizobium-ähnlichen
Stamm UO. Deswegen wurden weitere Primer für den Nachweis dieser Gene entworfen. Mit
diesen neuen Primern konnten nicht nur Fragmente aus β- und γ-Proteobakterien amplifiziert
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werden, die eine hohe Ähnlichkeit zu den bekannten Genen aufwiesen, sondern auch ein
Fragment aus Burkholderia sp. 3CB-1, dessen abgeleitete Proteinsequenz nur 57 % identische
Aminosäuren mit ClcA von pAC27 aufwies. Aus R. opacus 1CP konnten nicht nur Fragmente
beider Chlorcatechol-Dioxygenase-Gene amplifiziert werden, sondern auch ein Fragment,
dessen abgeleitete Proteinsequenz nur 47,5 % identische Aminosäuren mit ClcA2 aus Stamm
1CP aufwies. Desweiteren konnten aus den drei Rhodococcus-Stämmen UFZ-B518, UFZ-B521
und UFZ-B528 neben Fragmenten, deren Sequenzen identisch mit ClcA2 aus R. opacus 1CP
waren, auch noch weitere Fragmente amplifiziert werden, deren Sequenzen jedoch noch nicht
bestimmt wurden. Außerdem konnten die Gene aus den Sphingomonaden und dem
Bradyrhizobium-ähnlichen Stamm UO nachgewiesen werden.
Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Chlorcatechol-Abbaugene aus Sphingomonas sp. TFD44
und Sphingomonas sp. EML146 kloniert und sequenziert.
Aus Sphingomonas sp. TFD44 konnten zwei unterschiedliche Gencluster charakterisiert
werden. Das Gencluster tfd1 ist ein komplettes Chlorcatechol-Gencluster und enthält je ein Gen
für die Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase (tfdC), für die Chlormuconat-Cycloisomerase (tfdD), für
die Dienlacton-Hydrolase (tfdE), für die Maleylacetat-Reduktase (tfdF) und für einen LysR-
Regulator (tfdR). Die Reihenfolge der Gene ist tfdD,RFCE. tfdE folgen noch zwei komplette
ORFs (ORF6 und ORF7), die vermutlich für Enzyme eines oberen Abbauwegs codieren.
Entgegengesetzt zu ORF7 liegt ORF8, der jedoch nicht vollständig ist, und vermutlich für einen
LysR-Regulator codiert.
Dem zweiten Gencluster aus Sphingomonas sp. TFD44, tfd2, fehlt je ein Gen für die
Chlormuconat-Cycloisomerase und den LysR-Regulator. Die Gene liegen in der Reihenfolge
tfdC2E2F2 vor. Es wurden noch drei weitere ORFs gefunden, ORF1, stromaufwärts von tfdC2,
ORF5 und ORF6 (nicht vollständig) stromabwärts von tfdF2, die für mutmaßliche Untereinheiten
eine Multikomponenten-Dioxygenase codieren. Stromaufwärts von ORF1 wurde außerdem eine
unvollständige Kopie von IS6100 gefunden.
Die Konstruktion einer tfdD-Knockout-Mutante zeigte, dass Stamm TFD44 noch über weitere
Chlormuconat-Cycloisomerase-Gene verfügen muss, da die Mutante mit 2,4-D als alleiniger
C-Quelle wachsen konnte. Allerdings war das Wachstum im Vergleich zum Wildtyp deutlich
verlangsamt (µMutante=0,06 h-1, µWildtyp=0,1 h-1). Eine Proteinanreicherung und N-terminale
Sequenzierung bestätigte die Expression von tfdD und zeigte Aktivitäten von zwei weiteren
Cycloisomerasen (CMC1 und CMC2). Mit Hilfe eines vom N-Terminus abgeleiteten Primers
konnte ein mutmaßliches Genfragment von CMC2 amplifiziert werden, das als höchste
Ähnlichkeit 48,7 % identische Aminosäuren mit TfdDII von pJP4 aufwies. Die Expression von
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tfdC2 konnte ebenfalls über Proteinanreicherung und N-terminale Sequenzierung
nachgewiesen werden.
Aus Sphingomonas sp. EML146 wurden ebenfalls zwei Gencluster charakterisiert. tfd1 umfasst
die Gene tfdD (partiell), tfdR und tfdC (partiell). Die Sequenz ist identisch mit tfd1 aus
Sphingomonas sp. TFD44. tfd2 ist ebenfalls homolog zu tfd1TFD44. Es umfasst die Gene tfdD
(partiell), tfdRFCE und ORF6, wobei ORF6 von einer Kopie von IS6100 unterbrochen wird.
Die phylogenetische Untersuchung der charakterisierten Genprodukte legt, insbesondere im
Bezug auf die Chlormuconat-Cycloisomerasen, eine konvergente Evolution des Chlorcatechol-
Abbaus innerhalb der Proteobakterien nahe.
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6.1 Vergleich der Sequenz des Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Gens tfdC
aus Sphingomonas sp. TFD44 mit der Sequenz eines in GenBank hinter-
legten Dioxygenase-Fragments aus diesem Stamm
Das in Abschnitt 3.1.3.3 sequenzierte PCR-Produkt der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase
entspricht der Sequenz des in Abschnitt 3.2.1.2 charakterisierten Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase-Gens tfdC.
Dargestellt sind die Basenunterschiede der in GenBank hinterlegten Sequenz des
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Fragments (AF068243, (Leander et al., 1998)) zu tfdC.
Bereiche, die den Primersequenzen entsprechen wurden für den Vergleich nicht berücksichtigt.
                                                               
                             *         *         *         *         *         *
tfdC Sph.sp.TFD44 : CCATTATGGCGGCTTCCACAATAATATTCCGCGCGATTTCTATCGCGGGAAGCTGCGCAC
AF068243 : ..........................................N.................
                                                               
                             *         *         *         *         *         *
tfdC Sph.sp.TFD44 : CGATGCCGCGGGGGGGTATGAAGTGCGCACCACCGTGCCCGTCGCTTATAAAATTCCGGA
AF068243 : .........................................G............C.....
                                                               
                             *         *         *         *         *         *
tfdC Sph.sp.TFD44 : TCAAGGTCCGGTCGGCGCATTGCTGGAAGCCATGGGACGGCACAGCTGGCGTCCCGCGCA
AF068243 : C.....C....C.......................................G........
                                              
                             *         *         *         *
tfdC Sph.sp.TFD44 : TGTCCATTACAAGGTTCGCGCACCCGGATTCCACACGTTGACC
AF068243 : .....................G..........G..........
                                              
6.2 Vergleich der DNA-Sequenzen der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenasen aus
Sphingomonas sp. EML146 mit der Sequenz eines in GenBank hinterleg-
ten Dioxygenase-Fragments aus diesem Stamm
Das in Abschnitt 3.1.3.3 sequenzierte PCR-Produkt der Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase
entspricht der Sequenz des in Abschnitt 3.2.2.2 charakterisierten Chlorcatechol-1,2-
Dioxygenase-Gens tfdC2.
Dargestellt sind die Basenunterschiede der Sequenz von tfdC2 und der in GenBank
hinterlegten Sequenz des Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase-Fragments (AF068241, (Leander et
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al., 1998)) zu tfdC (Abschnitt 3.2.2.2). Bereiche, die den Primersequenzen entsprechen wurden
für den Vergleich nicht berücksichtigt.
                                                               
                                        *         *         *         *         *         *
tfdC Sph.sp. EML146 : CCATTATGGCGGCTTCCACAATAATATTCCGCGCGATTTCTATCGCGGGAAGCTGCGCAC
tfdC2 Sph.sp. EML146: ............G...............................................
AF068241 : ............G............................TA.................
                                                               
                                        *         *         *         *         *         *
tfdC Sph.sp. EML146 : CGATGCCGCGGGGGGGTATGAAGTGCGCACCACCGTGCCCGTCGCTTATAAAATTCCGGA
tfdC2 Sph.sp. EML146: .......A....TCAT........A....................C.....G..C..C..
AF068241 : .......A....CCAT........A................G...C.....G.GC..C..
                                                               
                                        *         *         *         *         *         *
tfdC Sph.sp. EML146 : TCAAGGTCCGGTCGGCGCATTGCTGGAAGCCATGGGACGGCACAGCTGGCGTCCCGCGCA
tfdC2 Sph.sp. EML146: C........A....................G.....C.......................
AF068241 : C........A.C..................G.....C..............G........
                                              
                                        *         *         *         *
tfdC Sph.sp. EML146 : TGTCCATTACAAGGTTCGCGCACCCGGATTCCACACGTTGACC
tfdC2 Sph.sp. EML146: ......C..............G...............C.A...
AF068241 : ..C...C........G.....G..........G....C.A...
                                              
6.3 Nukleotidsequenz des Genclusters tfd1 aus Sphingomonas sp. TFD44
Die codierenden Sequenzbereiche sind grau unterlegt. Die Aminosäuren der codierten Proteine
sind mittig unter den Codons angegeben. Die Sequenz erscheint in GenBank unter der
Accession No. AY598949.
ATCGACTTCGGTCAGGCAGGCCCCGACGCGATCCATCCAGCAGCTCAGGGCCGAGGGGCCGCGAACCGAGTCCGTCGACCATTCGAAATC :   90
GCGGGACGATCGAGAACCGCGCTCATATCGCCATCGCGGCAAGGATGCCGCCTCCCATGGCACTCGCGATGAGACGTAGCCCGGCGAGAA :  180
TGCACAGCATGAGGATGATGGGGCGCATGATGCCGCCGGCCGGCCGGGCGAACCGCCCGCTGGCAGCAAAAAGGCCAACTAAGACGCCCG :  270
GTATCATTGCGAGCACGATCGTCGGCGATCCCAGCTGGCTCGGAGCAATCGCCGCCAACCCCGCAAGCGACAGGATATAGGCCGCAACGA :  360
ACAGCGCTGCAGCAGTCGGACGCACCTTCGCCAGCGTGTCGTAGCGGTAGAGGATCGCAAGCGGCGCGCTATGAACGCCCGCAACGGTGC :  450
CTATGAATCCGGTAGCGAAGCAGCCGAAGTGAAAGCGACCGGACCCGAGCGCGCGGGACTTCGAAAACACCGCTGCGCCTCCTACGACAA :  540
CGAGCAGGAGGCCAACGAAAGCGCGCAAGGTGTTCGATGCGACAAGGCTGATGACAATCGCCGCGACGAGCGAACCGATCACGACCCCTG :  630
GAAGCAGAATGGCGAGCTCGCGCCACGCAACCTGTCGCCAGCCGGCAATAAGGAAAGGCACCGAAGCGAAAATCCCGGCGATTATCACGG :  720
GGCCAGGAACGGCGCCGGGATCGATCAGCACAAGCAAAGGCATCGCTACCATCCCGAAGCCAACGCCCGTGATGCCTTGGATATATGTCG :  810
                                              tfdD
CCACACCCAACAGCCACGGCAGCCAGTATCAGAGCGGAATCCCCTGTCATTTGTTGCGCCGGGTGAAGCTTCGGACACGATCACGGTCGA :  900
                                              AGTAAACAACGCGGCCCACTTCGAAGCCTGTGCTAGTGCCAGCT
                                               *  K  N  R  R  T  F  S  R  V  R  D  R  D  I
tfdD
TCTCAACCCCCATGCCGACGCCTGACGGGACGACGACTTCCCGGTCGCGATACGCGATCGGCTGGACCGTGAGATCTTCCGCCAGAAGCC :  990
AGAGTTGGGGGTACGGCTGCGGACTGCCCTGCTGCTGAAGGGCCAGCGCTATGCGCTAGCCGACCTGGCACTCTAGAAGGCGGTCTTCGG

















































  V  H  D  P  H  D  S  F  P  P  A  S  A  A  P  P  T  L  E  T  V  L  T  M TfdD
TGCGCCGAAGCGGGGCGAACCAGGGCTCGTCTCGCTTCCCGGCTGCCATCGAACCGGTTTGTCCGACAGCTCCGTTTGTCGGCCAATGTT : 2160
                                                                        tfdR
GCCCCTGTTGCTCGATGAAGAAAAATACTAATGCAGGGCTCACGCAATACGTGAACGGTATGGGAGCATGTTTTGGAATTTCGCCAACTA : 2250
                                                                   TfdR M  E  F  R  Q  L
tfdR
CGCTATTTTGTTGCCGTCGCCGAAGAAGGCAATCTGACCGCCGCAGCGCGCAAGCTGCATGTCTCGCAGCCTCCAATCACGCGGCAGATC : 2340
 R  Y  F  V  A  V  A  E  E  G  N  L  T  A  A  A  R  K  L  H  V  S  Q  P  P  I  T  R  Q  I
tfdR
AAGCAGTTGGAGGACGAGCTCGGTGTCGAACTGCTCGTCCGATCCTCGAAAGGTGTGCAGGTAACCGAAGCCGGGAAGCTGTTCCTCGTC : 2430




 E  A  K  R  L  L  D  I  S  H  T  A  I  E  K  S  R  A  A  Q  A  G  E  L  G  R  L  D  I  G
tfdR
TATTTCGGAGCGACAATCTACACGGTCGTTCCGCAGCTGGTGCGCACTTTCATGACCGCCCGCCCCCATATCTCGGTCAAGATACAAAGA : 2610
 Y  F  G  A  T  I  Y  T  V  V  P  Q  L  V  R  T  F  M  T  A  R  P  H  I  S  V  K  I  Q  R
tfdR
GCCAGCAAGGACGAACAGGTCGCGCGGCTCCGCGACGGCCAGCTGGGCATCGGCTTCGCCCGATATTATTCGGTCGATCACGACCTCCAG : 2700
 A  S  K  D  E  Q  V  A  R  L  R  D  G  Q  L  G  I  G  F  A  R  Y  Y  S  V  D  H  D  L  Q
tfdR
ACCATGCGGATCGGCGAAGAGCGCCTGTACCTCGCCGAGCGTCTCGATGCAGCGCAACCGCCGTCGCCGATTGACGGGCTGGAGAAGATC : 2790
 T  M  R  I  G  E  E  R  L  Y  L  A  E  R  L  D  A  A  Q  P  P  S  P  I  D  G  L  E  K  I
tfdR
CACGGACGCTCGTTGACGGTATTTCCGCAGCTGGGCCGTCCCGGTTTCGCCGATGAGGTCCTGCGGTTTCTGATGACCGTAAACGTTCAG : 2880
 H  G  R  S  L  T  V  F  P  Q  L  G  R  P  G  F  A  D  E  V  L  R  F  L  M  T  V  N  V  Q
tfdR
CCTGCGATGACCGATCCCGCCGAAGATGTATTTGCGGCGCTCGCCATGGTGCTGGTCAGCGATTCGCTCAGCATCGTCCCGGAATCGGTG : 2970
 P  A  M  T  D  P  A  E  D  V  F  A  A  L  A  M  V  L  V  S  D  S  L  S  I  V  P  E  S  V
tfdR
GCCCGCCTCGCATGGCCTGGCATCTGCTTCTCGCCGATCGAGCATCCCGCAGCCGTTTCCGCGATCAGCTGCGTTTTCCTCCGCGACGGC : 3060
 A  R  L  A  W  P  G  I  C  F  S  P  I  E  H  P  A  A  V  S  A  I  S  C  V  F  L  R  D  G
tfdR
AGACCGCCCGTCGTGGATGCGTTTCTCGCGAGCTTGGCCGAAAGCGATAGCACTTCCGTATAGCCGGGAGCCAGCAACAGTATTGGACCG : 3150
 R  P  P  V  V  D  A  F  L  A  S  L  A  E  S  D  S  T  S  V  *
CATGGCTAGCGCTCTCTAGCGTCAGGGGCGAAGGATCATGACGACCGGCGAAGAGCGAGCCTTCCAGCCGTGCCGGCGTGGTCGTCATCC : 3240
                                                                     tfdF
ACATTCGCGCCGGGGTTGCCGGAAGGCGCGCGACAGTCGCACCCGGCTCCAGTGCCACGAGGTCATCGCATGAATATTCCGTTTGTTTTC : 3330
                                                                TfdF M  N  I  P  F  V  F
tfdF
GAAGGTCAGCCCTATCGGGTTCTGTTCGGCCATGGGACGCTCGGCAAGTTACCCGAGGAGGCAGAGCGACTGGGCTGCGAACGTCTGCTC : 3420
 E  G  Q  P  Y  R  V  L  F  G  H  G  T  L  G  K  L  P  E  E  A  E  R  L  G  C  E  R  L  L
tfdF
ATAGTTTCGACACCTGACCAGCGAACGGCAGCAGAGGAGGTTGCCGCGCTTCTGGGCGACCGGTGCGCCGCCACCTATCACGGCGCGCGG : 3510
 I  V  S  T  P  D  Q  R  T  A  A  E  E  V  A  A  L  L  G  D  R  C  A  A  T  Y  H  G  A  R
tfdF
ATGCACACCCCGGTCGAGGTGACCATCGACGCCATGGCGATCGTCGCAGAGCATCGGATCGATGGTCTTGTAGCCTTGGGCGGCGGGTCG : 3600
 M  H  T  P  V  E  V  T  I  D  A  M  A  I  V  A  E  H  R  I  D  G  L  V  A  L  G  G  G  S
tfdF
GCGATCGGCCTGTCGAAAGCAATCGCGCTTCGAACCGACCTTCCCCAGATCGCCATTCCCACGACCTATGCCGGATCGGAGATGACCCGG : 3690
 A  I  G  L  S  K  A  I  A  L  R  T  D  L  P  Q  I  A  I  P  T  T  Y  A  G  S  E  M  T  R
tfdF
ATCATCGGCCAGACCGAAGCGGGAGAAAAGACGACCCAGGTGACGGCCAAGGTTCTCCCCGAAACGGTGATATACGATGTCGATCTGACG : 3780
 I  I  G  Q  T  E  A  G  E  K  T  T  Q  V  T  A  K  V  L  P  E  T  V  I  Y  D  V  D  L  T
tfdF
CTGACCTTGCCCCCGAAGCTTTCGGTTACCAGTGGTATCAATGCGATGGCGCACGCGGTCGAAGCCCTTTATGCGACCAACGGCAATCCG : 3870
 L  T  L  P  P  K  L  S  V  T  S  G  I  N  A  M  A  H  A  V  E  A  L  Y  A  T  N  G  N  P
tfdF
ATCGTGCAGCTGATGGCCGAGGAAGGCATCGCGGCACTCTATCGTGGGCTACCGACAATCGCACAGTGGCCCGACGACAAGGACGCGCGC : 3960
 I  V  Q  L  M  A  E  E  G  I  A  A  L  Y  R  G  L  P  T  I  A  Q  W  P  D  D  K  D  A  R
tfdF
CGCGACGCGCTTTACGGCGCGTGGCTCTGCGCGATCTGCCTGGGTCAGACGAGTATGGCCCTTCATCACAAGCTCTGCCACGTGCTGGGC : 4050
 R  D  A  L  Y  G  A  W  L  C  A  I  C  L  G  Q  T  S  M  A  L  H  H  K  L  C  H  V  L  G
tfdF
GGCTCCTTCGACCTCCCGCACGCCGAAACGCACACGATCATTCTGCCGCACGCGCTCGCCTATAATGCGCCCACCGCACGCGATGCCGTC : 4140




 D  A  I  K  R  A  L  G  G  D  G  I  A  G  R  I  Y  D  L  A  E  G  A  G  V  P  V  A  L  R
tfdF
GATCTCGGCATGGAGGAGAGCGATATCGACCGGGCCGTCGCGCTGGCGCTTGCGAATGCCTATGCCAATCCGCGCCCGCTCGAGCCGCAT : 4320
 D  L  G  M  E  E  S  D  I  D  R  A  V  A  L  A  L  A  N  A  Y  A  N  P  R  P  L  E  P  H
tfdF
CTCCTGCGCCGCCTGATCGCAAACGCCTGGGCGGGCGTCCGGCCCGATCACAGCACTTACACGGATTAAAGCGCCTCAAGGATCGAATGT : 4410
 L  L  R  R  L  I  A  N  A  W  A  G  V  R  P  D  H  S  T  Y  T  D  *
CTCGAAGGTCGCATGGCCTGCTCCGGCCGGGAACGGGAGCGGGAACGGATCGAGGTTCCGAACAATTTGATCTTCACGGCTCGGCAGCGA : 4500
TCAATTTGATGCGATCCGCCTCCAGGCAATACGGTCGAGGTATGGGCGGGCGGCCGATAAAGTATTTTCCCGAATCCGCCACAATCCATA : 4590
                                                                 tfdC
GTCTTGCAGTTCAAAATGGAAGAATGCGGTCGTGGCGGCGCTGCGACGCACAGGAGAGAGGTTATATGAGCAATCGTTTGGAAGCGGTCG : 4680
                                                            TfdC M  S  N  R  L  E  A  V
tfdC
TGGCCGATATCGTCGAGGGCATCCGCGGCGCGCTGATGAAGCACGACGTGACCTTCGACGAGTATCGGCAGGGCATCGGCTACATCATGA : 4770
V  A  D  I  V  E  G  I  R  G  A  L  M  K  H  D  V  T  F  D  E  Y  R  Q  G  I  G  Y  I  M
tfdC
AAACCGTCGAGGCCGGCGAGCTGCCGCTTATGATCGATGCCTTTCTGAACACGACCATTTGCCAGATCGAGAACCGCAACTTCGGCGGGA : 4860
K  T  V  E  A  G  E  L  P  L  M  I  D  A  F  L  N  T  T  I  C  Q  I  E  N  R  N  F  G  G
tfdC
GCACGAGCACGCTCGAGGGTCCCTATTTCCTCGACGATGCGCCCTTCGTCGAGGGCGCGCTGAAGACCTATGAGGACGACCGCCACGAGC : 4950
S  T  S  T  L  E  G  P  Y  F  L  D  D  A  P  F  V  E  G  A  L  K  T  Y  E  D  D  R  H  E
tfdC
CGCTCCTGCTGCGCGGCCGGGTCCTCGACCTAGCCGGCGCGCCGGTTGCCGACGCGATCATCGACGTCTGGCATTCGACGCCCGACGGCC : 5040
P  L  L  L  R  G  R  V  L  D  L  A  G  A  P  V  A  D  A  I  I  D  V  W  H  S  T  P  D  G
tfdC
ATTATGGCGGCTTCCACAATAATATTCCGCGCGATTTCTATCGCGGGAAGCTGCGCACCGATGCCGCGGGGGGGTATGAAGTGCGCACCA : 5130
H  Y  G  G  F  H  N  N  I  P  R  D  F  Y  R  G  K  L  R  T  D  A  A  G  G  Y  E  V  R  T
tfdC
CCGTGCCCGTCGCTTATAAAATTCCGGATCAAGGTCCGGTCGGCGCATTGCTGGAAGCCATGGGACGGCACAGCTGGCGTCCCGCGCATG : 5220
T  V  P  V  A  Y  K  I  P  D  Q  G  P  V  G  A  L  L  E  A  M  G  R  H  S  W  R  P  A  H
tfdC
TCCATTACAAGGTTCGCGCACCCGGATTCCACACGTTGACCACCCAGGCCTATTTCGAGGGCGGCGAGTATGTGGACAGCGATTGCTGCG : 5310
V  H  Y  K  V  R  A  P  G  F  H  T  L  T  T  Q  A  Y  F  E  G  G  E  Y  V  D  S  D  C  C
tfdC
AAGGCGTTCACTCGGAATTGATTCATGCCGATGTGCGCGAGAGCGGCATCAAGGTGATCGAGACCGACTTTGAGCTCGCACCTGCCTTGG : 5400
E  G  V  H  S  E  L  I  H  A  D  V  R  E  S  G  I  K  V  I  E  T  D  F  E  L  A  P  A  L
tfdC            tfdE
CGCACGCCGCTGCAGCGGCCTGACGGGCGCGGATCATGTGCCATGGCCAAGCATCGGCGGCGTTGCCGCCGCCGGGTGAATATGTTGCGA : 5490
A  H  A  A  A  A  A  *        TfdE M  C  H  G  Q  A  S  A  A  L  P  P  P  G  E  Y  V  A
tfdE
TGAACGATGGTCTGCCGAGCCTCGCGTTCGGCGACGAAGGAGAAAGGGTCCGGATCGCCATTTTGCCGGACATCTACGGGGCCGGCCCCT : 5580
M  N  D  G  L  P  S  L  A  F  G  D  E  G  E  R  V  R  I  A  I  L  P  D  I  Y  G  A  G  P
tfdE
TCTACCAGCAATTGGCGACGCACATGGCCGAGCGCGGCGCATTCGTGCATTTGATGGACCCTTTCCACGAGCTGGGCCCTTTGCCGGAGG : 5670
F  Y  Q  Q  L  A  T  H  M  A  E  R  G  A  F  V  H  L  M  D  P  F  H  E  L  G  P  L  P  E
tfdE
TTACCCGCGAGGCGGCGTTCGCGCGTCGGCACCGCGTCCGTGATCGCGCTTATGTCGATGCCTTCGCGCATTTCATAGGCGAGCAGCGCA : 5760
V  T  R  E  A  A  F  A  R  R  H  R  V  R  D  R  A  Y  V  D  A  F  A  H  F  I  G  E  Q  R
tfdE
TCACCGGCGTTGCCGGCTTTTGCCTCGGCGGTCTTTACGTGTTCGAACTCGCCCGGCGCGGGATTCCGGTGAGCCTGGTAAGCCTCTATG : 5850
I  T  G  V  A  G  F  C  L  G  G  L  Y  V  F  E  L  A  R  R  G  I  P  V  S  L  V  S  L  Y
tfdE
GATTTCCGCAAGGGCTGGCGAACGACGACCCGCTACCCGTGCCGTTCGACTATCTCGAGGGCTTGCCGCACCGTCATGTTGCCCTGTTCG : 5940




G  D  Q  D  Q  S  Q  S  P  E  N  F  L  R  L  T  E  I  A  E  R  T  P  D  F  G  L  H  L  F
tfdE
CCGGCTCCGGTCACGGCTTTCTAGCAGACATCGGAAGCGACGACCCTTCGCTCGCGCAAAATGCGCGGGCTGCCCTAGAAATCGTCGAAG : 6120
P  G  S  G  H  G  F  L  A  D  I  G  S  D  D  P  S  L  A  Q  N  A  R  A  A  L  E  I  V  E
tfdE                                                   
AGGTGCTGCTCGTCGGAGAAGCGAAAGAGAGAGACTGAATGCTGCGCCCGAAAACGCCCCTCCAGAAATCAAGCGAATAGGAGAATCCTA : 6210
E  V  L  L  V  G  E  A  K  E  R  D  *                                               ORF6
ORF6
TGTTGTCCCACGCCGACAATATGAAGATGTGCCAGACCGGCCGCGGCACGCCGATGGGCGAAGCGCTGCGCCGGTTCTGGATTCCGGTCC : 6300
M  L  S  H  A  D  N  M  K  M  C  Q  T  G  R  G  T  P  M  G  E  A  L  R  R  F  W  I  P  V
ORF6
TGCTGAGCGAGCAGCTGAGCGAACCCGATGGTCCGCCTCGCAGGCTGGAGATCATGGGTGAGACCTTCGCAGCGTTCCGCAACACCGATG : 6390
L  L  S  E  Q  L  S  E  P  D  G  P  P  R  R  L  E  I  M  G  E  T  F  A  A  F  R  N  T  D
ORF6
GCGTTGTCGGAATTCTCGACGAGCAATGCTGTCACCGCGGCGCCAGCCTCGTGCTTGGCCGCGTCGAAGGCTGCGGCATCCGCTGCCTCT : 6480
G  V  V  G  I  L  D  E  Q  C  C  H  R  G  A  S  L  V  L  G  R  V  E  G  C  G  I  R  C  L
ORF6
TCCACGGCTGGAAATTCGCGGTCGACGGTACGATCATGGAAACGCCCAACGTCCTCGACCCGCGCTTCAAGGAAAAATTCCGCGCCAAAT : 6570
F  H  G  W  K  F  A  V  D  G  T  I  M  E  T  P  N  V  L  D  P  R  F  K  E  K  F  R  A  K
ORF6
CCTATCCCGTTCGTGAGGAAGGCGGCATGATCTGGATGTATATGGGGCCCGCGGAGCTCGAGCCGCCCTTCCCGCATTGGCCCTATTTCG : 6660
S  Y  P  V  R  E  E  G  G  M  I  W  M  Y  M  G  P  A  E  L  E  P  P  F  P  H  W  P  Y  F
ORF6
ATGTTCCTGCCGAAAATCGGTTGGCCGTGGCCTTCGTCGTCGACGAATGCAATTTCGTTCAGCTCGGTGAAGCGCTCGTTGACAGTTCGC : 6750
D  V  P  A  E  N  R  L  A  V  A  F  V  V  D  E  C  N  F  V  Q  L  G  E  A  L  V  D  S  S
ORF6
ACCTGACGATCCTGCACAAGGATATCTTCGCGAGGGATTCGGATACGGTGGTAGCGGTCGCCGTGAAGAATGCCGGAGCGGTCGCGGCCC : 6840
H  L  T  I  L  H  K  D  I  F  A  R  D  S  D  T  V  V  A  V  A  V  K  N  A  G  A  V  A  A
ORF6
CTAAAATCGAGGTCCAGGAAACCGATTTCGGGCTCTATTACGCCGCGACGCGCGCAGTGCCGACCGAAGACGGCGGTACGGTCGATGAAG : 6930
P  K  I  E  V  Q  E  T  D  F  G  L  Y  Y  A  A  T  R  A  V  P  T  E  D  G  G  T  V  D  E
ORF6
TGCGGCTCGCGACTTTCGTTGCGCCGTTCCACTATCACAACGCCAACGGCAATTTTCTCGGCATCATTGTGCCGATGACCGATACGCGCA : 7020
V  R  L  A  T  F  V  A  P  F  H  Y  H  N  A  N  G  N  F  L  G  I  I  V  P  M  T  D  T  R
ORF6
CCCTGCACTATTTCGTCTGGTGGGACGAAGAGAAGCAACTCGGTCTCGAACCGACGCGCTCCGCCATCCTTCGCGACGGAAACCTGACCG : 7110
T  L  H  Y  F  V  W  W  D  E  E  K  Q  L  G  L  E  P  T  R  S  A  I  L  R  D  G  N  L  T
ORF6
AAGAACTGCTGATCCAAATGGGAACACATCCCGACACCTGGTTCCTTCCCGACAAGCCGAACCGGATGAACAATTACCGTCAGTATCGCG : 7200
E  E  L  L  I  Q  M  G  T  H  P  D  T  W  F  L  P  D  K  P  N  R  M  N  N  Y  R  Q  Y  R
ORF6
AGGCGATGAAGAATGGGGCGTGGACCGGAATCCCGCCGCTCGTTCCCGAAGATGTCGTGATCCTCTCCTCCTCGGGCGCGATCCGCGATC : 7290
E  A  M  K  N  G  A  W  T  G  I  P  P  L  V  P  E  D  V  V  I  L  S  S  S  G  A  I  R  D
ORF6
GCTCGAAGGAGATTCTGGCACCCGCCGACATCGGTGTCGCGCGTCTCTACCGCGTCTTTCTGCGGCTCGCCGATGCCATCGCCAACGGCG : 7380
R  S  K  E  I  L  A  P  A  D  I  G  V  A  R  L  Y  R  V  F  L  R  L  A  D  A  I  A  N  G
ORF6
AGGAACCATCGGCACTTTACAGCAATCCGATGACGATTGCAGGAACTCATTTCCTCGTCCCCGAAGCAAGACTTGGAAGGATTTTGTTCC : 7470
E  E  P  S  A  L  Y  S  N  P  M  T  I  A  G  T  H  F  L  V  P  E  A  R  L  G  R  I  L  F
ORF6
AGAGCATGTCCCGCTGAAGAAGAAGGAGGCACCGGCCACCGCGAGCAACAAGGAATCGCAGCCGGCCTAGCCTGACGCGGTCCGCGCGCG : 7560




                                                           ORF7
TCCCCCGCGCGCTTGCGGCAACGATCGCGCGGCCCTCAAGACCTTATTTGGAGCTGTCAATGACCTATCCGGACACCCGGCTGTTTATCG : 7830
                                                      ORF7 M  T  Y  P  D  T  R  L  F  I
ORF7
GCGGCCGTTGGCAGGATGCAGCCGATGGCCGTTCGCTGGCGGTGCAAAATCCGGCGACGGGACTGGAAATCGGCCGCGTCGCTCACTGCG : 7920
G  G  R  W  Q  D  A  A  D  G  R  S  L  A  V  Q  N  P  A  T  G  L  E  I  G  R  V  A  H  C
ORF7
GACGCGCCGATCTCGACCGCGCACTCGATGCTGCCCAACGCGGCTTCGAAATCTGGCGGGACCTCACCCCCGCTGAGCGCAGCAAGATCA : 8010
G  R  A  D  L  D  R  A  L  D  A  A  Q  R  G  F  E  I  W  R  D  L  T  P  A  E  R  S  K  I
ORF7
TGCGCAGAGCTGCCGGCCTCATGCGCGAACGCGCCGACGAGATCGCGCGACTTCTCACGCAGGAGCAGGGCAAACCGCTGCACGAGGCCA : 8100
M  R  R  A  A  G  L  M  R  E  R  A  D  E  I  A  R  L  L  T  Q  E  Q  G  K  P  L  H  E  A
ORF7
AGATCGAAGCAATGGCCGCCGGTGACATCATCGAGTGGTTCGCCGAAGAAGGCTTTCGCCTGTACGGCCGGCTTGTCCCGCACAGAACGG : 8190
K  I  E  A  M  A  A  G  D  I  I  E  W  F  A  E  E  G  F  R  L  Y  G  R  L  V  P  H  R  T
ORF7
ACATCGCGATCCGCCAGATGGTGATCAAGGACGCGGTTGGGCCGGTGGCGGCATTTACGCCGTGGAACTTCCCGATCAATCAGGTGGTGC : 8280
D  I  A  I  R  Q  M  V  I  K  D  A  V  G  P  V  A  A  F  T  P  W  N  F  P  I  N  Q  V  V
ORF7
GCAAGATTTCGGCGGCTCTTGCGGCTGGCTGCTCGATGATCGTGAAGGCGCCCGAAGAGACGCCCGCAAGCCCCGCCGAACTGATCCGGG : 8370
R  K  I  S  A  A  L  A  A  G  C  S  M  I  V  K  A  P  E  E  T  P  A  S  P  A  E  L  I  R
ORF7
CATTTCAGGATGCCGGTCTTCCCGATGGCGTGCTCAATCTCGTGTTCGGCGATCCGGCGGAGATTTCGAATTATCTGATTTCGAGCCCGA : 8460
A  F  Q  D  A  G  L  P  D  G  V  L  N  L  V  F  G  D  P  A  E  I  S  N  Y  L  I  S  S  P
ORF7
TCATTCGCAAGATCACCTTCACGGGTTCGACGCCGGTCGGCAAGCTGCTTGCGAGCCTAGCCGGCAAACATATGAAGCGCGTGTCGATGG : 8550
I  I  R  K  I  T  F  T  G  S  T  P  V  G  K  L  L  A  S  L  A  G  K  H  M  K  R  V  S  M
ORF7
AACTTGGCGGTCATGCGCCGGCCATCGTCTGCGAGGATGCCGATATCGGGCTCGCGGTGAAAAGCCTGAGCGCCTCGAAGTTTCGCAATG : 8640
E  L  G  G  H  A  P  A  I  V  C  E  D  A  D  I  G  L  A  V  K  S  L  S  A  S  K  F  R  N
ORF7
CCGGGCAGGTGTGCATCGCTCCGACTCGTTTTCTCGTTCATTCGAGCATCAAGCATGCGTTTGCGGACGCGCTGGCGGCCGCCGCTCGCG : 8730
A  G  Q  V  C  I  A  P  T  R  F  L  V  H  S  S  I  K  H  A  F  A  D  A  L  A  A  A  A  R
ORF7
ACCTCAGGGTCGGAGATGGCTTTGCGGACGGTACGCAGATCGGGCCACTTGCCAATTCGCGTCGGTTGGCCGCGATGGCCGAGTTCCAGC : 8820
D  L  R  V  G  D  G  F  A  D  G  T  Q  I  G  P  L  A  N  S  R  R  L  A  A  M  A  E  F  Q
ORF7
AGGATGCGATCGAGAAGGGCGCCACGCTCCTCACCGGCGGCAATCGGGTCGGCGACGTTGGCAATTTCTGGGCGCCGACGGTGCTGAGCG : 8910
Q  D  A  I  E  K  G  A  T  L  L  T  G  G  N  R  V  G  D  V  G  N  F  W  A  P  T  V  L  S
ORF7
ATGTGCCGCTCGAGGCCCGTCTTTTCAATGACGAGCCCTTCGGGCCTGTCGCCGGTATCCGCAGCTTCGATCGTCTGGAGGAAGCGATCC : 9000
D  V  P  L  E  A  R  L  F  N  D  E  P  F  G  P  V  A  G  I  R  S  F  D  R  L  E  E  A  I
ORF7
TCGAAGCCAATCGCCTTTCCTTCGGCCTTGCCGGCTACGCCTTCACGAAATCCCTCGCAACTGCGGATATTCTTGCTCGCCGGGTCGAGG : 9090
L  E  A  N  R  L  S  F  G  L  A  G  Y  A  F  T  K  S  L  A  T  A  D  I  L  A  R  R  V  E
ORF7
TCGGGATGCTGTGGGTCAATAGTCCGGCGACGCCAACCGCCGAACTGCCTTTCGGCGGTATCAAGGATTCCGGATATGGTACCGAGGGAG : 9180
V  G  M  L  W  V  N  S  P  A  T  P  T  A  E  L  P  F  G  G  I  K  D  S  G  Y  G  T  E  G
ORF7
GCCCCGAGGCGCTCGACAACTATATCAATCCACGCGCCGTCGTGGTCGCCAACGTTTGATTGCAGCGGGCACGGCAGCACCCGCCCGATA : 9270
G  P  E  A  L  D  N  Y  I  N  P  R  A  V  V  V  A  N  V  *
              ORF8
CCGAGGCGATCGTTTCAGCCTCCACCTGCCGCCCACTCCATCCGGGCGAAGAGCGCTTCCAGAAACTCGATACACGCCCGGGCGGCCGCC : 9360
              AGTCGGAGGTGGACGGCGGGTGAGGTAGGCCCGCTTCTCGCGAAGGTCTTTGAGCTATGTGCGGGCCCGCCGGCGG














































6.4 Nukleotidsequenz des Genclusters tfd2 aus Sphingomonas sp. TFD44
Die codierenden Sequenzbereiche sind grau unterlegt. Die Aminosäuren der codierten Proteine
sind mittig unter den Codons angegeben. Unterstrichene Basen innerhalb der Sequenz von
IS6100 gehören zum Terminal Inverted Repeat. Die Sequenz erscheint in GenBank unter der
Accession No. AY598950.
IS6100
CGATCGTGTCGCCCCGCTTGTCGACTGCCCGGTACAGGTAGGTCCACTTGCCCCGCACCTTGACGTAGGTTTCATCCAGGCGCCAGCTCG :   90
GCTAGCACAGCGGGGCGAACAGCTGACGGGCCATGTCCATCCAGGTGAACGGGGCGTGGAACTGCATCCAAAGTAGGTCCGCGGTCGAGC
  I  T  D  G  R  K  D  V  A  R  Y  L  Y  T  W  K  G  R  V  K  V  Y  T  E  D  L  R  W  S  P
IS6100
GATCAAAGCCACGCCGCCAGAACCAGCGCAGCCGCTTCTCCATCTCCGGGGCGTAGCACTGGACCCAGCGATAGATCGTCGTATGGTCGA :  180
CTAGTTTCGGTGCGGCGGTCTTGGTCGCGTCGGCGAAGAGGTAGAGGCCCCGCATCGTGACCTGGGTCGCTATCTAGCAGCATACCAGCT
  D  F  G  R  R  W  F  W  R  L  R  K  E  M  E  P  A  Y  C  Q  V  W  R  Y  I  T  T  H  D  V
IS6100
CCGAAATGCCGCGTTCCGCCAGCATTTCCTCAAGGTCGCGATAGCTGATCGGATAGCGACAATACCAGCGCACCGCCCACAGGATCACAT :  270
GGCTTTACGGCGCAAGGCGGTCGTAAAGGAGTTCCAGCGCTATCGACTAGCCTATCGCTGTTATGGTCGCGTGGCGGGTGTCCTAGTGTA
  S  I  G  R  E  A  L  M  E  E  L  D  R  Y  S  I  P  Y  R  C  Y  W  R  V  A  W  L  I  V  D
IS6100
CACCCTGGAAATGGCGCCACTTGAAATCCGTCATCGTTCCGTCCGTCCAATCTCCGCCAAGCATGCTCAAGCTTCACGATTTTTGCAACA :  360
GTGGGACCTTTACCGCGGTGAACTTTAGGCAGTAGCAAGGCAGGCAGGTTAGAGGCGGTTCGTACGAGTTCGAAGTGCTAAAAACGTTGT
  G  Q  F  H  R  W  K  F  D  T  M  T  G  D  T  W  D  G  G  L  M TnpA
      ORF1
GAGCCTGTCCAATGAACCAGGCGATCGCACTGCGCTCGGAGATCCAGGAACTGCTCGATTCCTATGTCGAGACGATCGACAATGACGATC :  450
CTCGG ORF1 M  N  Q  A  I  A  L  R  S  E  I  Q  E  L  L  D  S  Y  V  E  T  I  D  N  D  D
ORF1
TGGAGGCTTGGCCGGACCATTTCACCGACGATTGCCTCTATGAGATCATCCCCAAAGAGAATGTGGATTTCGACCTCCCGGCGCCGCTGA :  540
L  E  A  W  P  D  H  F  T  D  D  C  L  Y  E  I  I  P  K  E  N  V  D  F  D  L  P  A  P  L
ORF1
TCCGGTGCGAGAACAAGCACATGCTGCGCGATCGTGTCACAGCCTTGCGGAACGCGAACATCTACCCGCCGACGATCTACCGCCATTTCG :  630
I  R  C  E  N  K  H  M  L  R  D  R  V  T  A  L  R  N  A  N  I  Y  P  P  T  I  Y  R  H  F
ORF1
TGTCGGGACTGAAGATTTCGCGCCATCAGGGCGATGAGGTCGAGTTCACCGCGAACTACCTGGTCATGTCGACCGGCCTCGAAGGCGAGA :  720
V  S  G  L  K  I  S  R  H  Q  G  D  E  V  E  F  T  A  N  Y  L  V  M  S  T  G  L  E  G  E
ORF1
CGAAGATCTATCAGGCCGGCCGCTATGTCGATCGCGCCGTTCGCCTCGACGGCCGATGGCGGTTCGCGAGCAAGCGCGCGATCTTCGACA :  810
T  K  I  Y  Q  A  G  R  Y  V  D  R  A  V  R  L  D  G  R  W  R  F  A  S  K  R  A  I  F  D
ORF1
CAAGCCGCGTGGCGACGCTGCTGGCCCTGCCCATATAACATAAATACGAAAAGCGTATGGCTAGGCGATCATAATAGTATTTTTCGGTAT :  900
T  S  R  V  A  T  L  L  A  L  P  I  *
                                                     tfdC2
GCCCACCCAGACGCTAGACTCAGATGCGAGATAAAAGCGCTAGGAGCGGAGAGATGAGCAACAATCGTATTCATGCTGTTGTGTCCGACA :  990
                                               TfdC2 M  S  N  N  R  I  H  A  V  V  S  D
tfdC2
TCGTCGATGGAATTCGTAACGCCCTGATCAAGCATGAAGTGACCTTCGACGAGTATCGGGCGGGGGTGATGTATGCCGTGAAGACGGGTG : 1080
I  V  D  G  I  R  N  A  L  I  K  H  E  V  T  F  D  E  Y  R  A  G  V  M  Y  A  V  K  T  G
tfdC2
AAGCGGGGGAGATCCCGCTTATGCTCGACGTCTTCCTGAACTCGACCATCAGCGACATTGAGAATGCCGCTTACGGCGGCACCGAAGGGA : 1170
E  A  G  E  I  P  L  M  L  D  V  F  L  N  S  T  I  S  D  I  E  N  A  A  Y  G  G  T  E  G
tfdC2
CCATCGAAGGCCCCTACTATCTGCCGAACGCCCCCGTCATTCCTAACGGCGGTGAAATTCATACCTATGACGACGATCGCAACGTGCCGA : 1260




M  L  V  R  G  T  V  K  D  L  Q  G  K  P  I  A  G  A  T  V  D  I  W  H  S  T  P  D  G  Y
tfdC2
ATGGCGGCATCCACAACGATATCCCGGCGAACTATTATCGGGGTAAGGTGCTGACGGATTCGGAAGGCCGGTATTTCGTCCGCTCGACCG : 1440
Y  G  G  I  H  N  D  I  P  A  N  Y  Y  R  G  K  V  L  T  D  S  E  G  R  Y  F  V  R  S  T
tfdC2
TCCCGGTACCCTACAAGATTCCGGATCAAGGCCCTACCGGCGCACTTCTGGAGATGATGGGTGGCCATAGCTGGCGGCCGGCGCACGTCC : 1530
V  P  V  P  Y  K  I  P  D  Q  G  P  T  G  A  L  L  E  M  M  G  G  H  S  W  R  P  A  H  V
tfdC2
ATTTCAAGGTTCGCGCGGACGGCTATCACACGCTTACCACGCAGAGCTATTTCGAGCAGGGCGACTATGTGAATGACGACTGCTGCAATG : 1620
H  F  K  V  R  A  D  G  Y  H  T  L  T  T  Q  S  Y  F  E  Q  G  D  Y  V  N  D  D  C  C  N
tfdC2
GCGTCCGTCCGGTCCAGATCAAGCCCGATGTGCTGGAAAATGGCGAGAAGGTGATCGAGAACGACTTCCAGCTCGCGCCCGACGTTATCG : 1710
G  V  R  P  V  Q  I  K  P  D  V  L  E  N  G  E  K  V  I  E  N  D  F  Q  L  A  P  D  V  I
tfdC2                           tfdE2
CAGCGCGCGCGGCCTGACGCCGATCATTCCCAAGAGGTTTCATCATGTGTCATATTGAGGGATGCAGCTCGTTTCCGAGCGGCGATGCGG : 1800
A  A  R  A  A  *                      TfdE2 M  C  H  I  E  G  C  S  S  F  P  S  G  D  A
tfdE2
GCGCGCTGTTTCAGGACGGCGAGATCAGCGGCTATCGGTTCGGAGAAGATGCTTCCGACCGTCGCATCGCCGTGTTGCCGGACATTTACG : 1890
G  A  L  F  Q  D  G  E  I  S  G  Y  R  F  G  E  D  A  S  D  R  R  I  A  V  L  P  D  I  Y
tfdE2
GCTGCACCTCGTTCTACCGGGGCTTTGCAGCGCACCTCGCCGCCCGCGGCGCTGTTGTCGACCTGATCCGCACATTCGAGGATATTGGCA : 1980
G  C  T  S  F  Y  R  G  F  A  A  H  L  A  A  R  G  A  V  V  D  L  I  R  T  F  E  D  I  G
tfdE2
AGCTCGCCGAGCATACACGCGAAGCGGCATTCGAACGGCGTCATCGGCTGAAGGACCGCACGTTCGTCGATGCATTCGAACGCTACGCAC : 2070
K  L  A  E  H  T  R  E  A  A  F  E  R  R  H  R  L  K  D  R  T  F  V  D  A  F  E  R  Y  A
tfdE2
GGCGGCGCGGGATCGGCGGAGTCGTCGGCTTTTGCATCGGTGGCCTGTTTGTCTATGAGTTGGCGCGCCGGAACCTGCCGGCCGCGCTTG : 2160
R  R  R  G  I  G  G  V  V  G  F  C  I  G  G  L  F  V  Y  E  L  A  R  R  N  L  P  A  A  L
tfdE2
TCAGCTTCTACGGCTTCCCGCAGGGGCTTCCCAACCAGGAAGCGGTCGATGTCCCCCTCACCTACCTCGACACGGTGACGACGCCCCATC : 2250
V  S  F  Y  G  F  P  Q  G  L  P  N  Q  E  A  V  D  V  P  L  T  Y  L  D  T  V  T  T  P  H
tfdE2
TGACGCTGTTCGGGTCCGAGGACGATCTGATATCTGAGGAAGTCCAGACGCAATTGGCGGACATCGGCGAGCGCCAACCGGCCTGCCAAG : 2340
L  T  L  F  G  S  E  D  D  L  I  S  E  E  V  Q  T  Q  L  A  D  I  G  E  R  Q  P  A  C  Q
tfdE2
TGCGGGTTTTTGCCGGGTCAGGACACGGCTTCCTGACCGATCTTGACGGCGTCGATGCGGGCCGTCGCGACAACGCAGCGAAGGCACTCG : 2430
V  R  V  F  A  G  S  G  H  G  F  L  T  D  L  D  G  V  D  A  G  R  R  D  N  A  A  K  A  L
tfdE2
                                           tfdF2
CGCTCTGTGAGGAGGCCCTATTTGCAGCGGCGCGGGCGACCGCATGAAGTCCTTCATCTCCCAGGCCCCCGCCACACGAGTCGTCTTCGG : 2520
A  L  C  E  E  A  L  F  A  A  A  R  A  T  A  *
                                     TfdF2 M  K  S  F  I  S  Q  A  P  A  T  R  V  V  F  G
tfdF2
GGAGGGCGCGATGTCGGAATTGCAATCCGAGATCAGCCGGCTCAGTATCGGTCGGGCGTTTTTTCTTTCAACGGCTGCCCAGCGCGAGAC : 2610
  E  G  A  M  S  E  L  Q  S  E  I  S  R  L  S  I  G  R  A  F  F  L  S  T  A  A  Q  R  E  T
tfdF2
TATAGCAATCGCGCGAGAGTCGATGCCCGACATCTTCGCAGGTGAGTTCGCAGACGCGGCCATGCATACCCCGGTTGCGGTCACGAATGC : 2700
  I  A  I  A  R  E  S  M  P  D  I  F  A  G  E  F  A  D  A  A  M  H  T  P  V  A  V  T  N  A
tfdF2
GGCGCTGGCAGCGATGCGCGAAGTCGAAGCCGATGGTCTCGTTTCTATCGGGGGGGGCTCGGCGATCGGGCTAGGTAAGGCGCTGGCTCT : 2790
  A  L  A  A  M  R  E  V  E  A  D  G  L  V  S  I  G  G  G  S  A  I  G  L  G  K  A  L  A  L
tfdF2
TCGCAGTGGCATACCGCACATTGCTGTTCCTACTACTTACGCGGGATCAGAAATGACGTCGATCCTCGGCCAGACCGAAGACGGCGTGAA : 2880




  T  T  M  R  D  P  A  V  Q  P  A  T  V  L  Y  D  V  N  L  T  L  T  L  P  A  K  T  S  G  V
tfdF2
GAGCGGACTCAACGCGATCGCTCACGCGGTAGAGGCACTTTATGCTATCGATGCCGATCCGATAATTCTGCTGATGGCGGAAGAGGGTAT : 3060
  S  G  L  N  A  I  A  H  A  V  E  A  L  Y  A  I  D  A  D  P  I  I  L  L  M  A  E  E  G  I
tfdF2
TCGCGCGCTCGCTGGGAGCTTGCCGCGTATCGGAAAGGATACCCAGGATATTGAGGCACGATCGGACGCTCTTTATGGCGCATGGCTTTG : 3150
  R  A  L  A  G  S  L  P  R  I  G  K  D  T  Q  D  I  E  A  R  S  D  A  L  Y  G  A  W  L  C
tfdF2
CGCCGTATGCCTCGGGCGCACGACAATCGCGCTTCATCACAAGCTATGTCACGTGCTGGGCGGTACGTTTGATCTTCCCCACGCGGAAAC : 3240
  A  V  C  L  G  R  T  T  I  A  L  H  H  K  L  C  H  V  L  G  G  T  F  D  L  P  H  A  E  T
tfdF2
GCACGCAGCGGTCCTGCCCCACGCCTGGGCTTATAATGCGCCCGCGGTGCCGGAGGCGGCGGCAAAACTTCGCAGGGCCTTGGCGACCGA : 3330
  H  A  A  V  L  P  H  A  W  A  Y  N  A  P  A  V  P  E  A  A  A  K  L  R  R  A  L  A  T  D
tfdF2
TCGACCGGCGCAATTACTCTTTGATATGACGGCCTCGTTCGGCGCGCCGACCGCCTTGCGCGACCTTGGGATGCCGAAGGACGGCATCGA : 3420
  R  P  A  Q  L  L  F  D  M  T  A  S  F  G  A  P  T  A  L  R  D  L  G  M  P  K  D  G  I  D
tfdF2
CCGGGCGATCGAGCTGATCTTCAAGAATCCCTATGCGAATCCGCGTCCGCTCGAGCCGGATGCGATCCGTGCTCTGCTCGAAGACGTCTG : 3510
  R  A  I  E  L  I  F  K  N  P  Y  A  N  P  R  P  L  E  P  D  A  I  R  A  L  L  E  D  V  W
tfdF2
GGCCGGCCGGAGGCCGAACGCGTGATGGAGCCGGATGATGATCCCGCGGGCCGCAACTGCGGCGCGGCGAGCGTCCAGATTTTGGGAAAT : 3600
  A  G  R  R  P  N  A  *                                                                OR
   ORF5
ACTATGAGCTGGATCGATATAGGCCCCGTCGGCATCGTCGACGAAGGTGAGGTTGCCGGCGTMAATGCGAACGGGACGCCGCTCGCGATC : 3690
F5 M  S  W  I  D  I  G  P  V  G  I  V  D  E  G  E  V  A  G  V  N  A  N  G  T  P  L  A  I
ORF5
TTCTGCAAGGAAGGGCGCTTCTTTGCACTTCATGACCTGTGCACCCACGGCCAGGCCCGGCTCTCGGAAGGATTCGTCGAGGATGGCTGC : 3780
 F  C  K  E  G  R  F  F  A  L  H  D  L  C  T  H  G  Q  A  R  L  S  E  G  F  V  E  D  G  C
ORF5
ATCGAGTGCCCCTTGCACCAGGGTCTTTTCGACATCGAGACGGGCGAGCCGAAATCGCCGCCGGTGACGGTGCCAGTGCGGACCTATGGC : 3870
 I  E  C  P  L  H  Q  G  L  F  D  I  E  T  G  E  P  K  S  P  P  V  T  V  P  V  R  T  Y  G
ORF5
                                                 ORF6
GTGCGCGAGAATAACGGCCGCCTGGAGGTCATGCTGGAGAGTCAGGCCGATGAAGGATGAAGTGTTTGTCGTGGTCGGCGGCGGCCAGGC : 3960
 V  R  E  N  N  G  R  L  E  V  M  L  E  S  Q  A  D  E  G  *
                                            ORF6 M  K  D  E  V  F  V  V  V  G  G  G  Q  A
ORF6
CGGTGGATGGATCATCAAGACGCTCGGCGTCGAGGGCTTTTCCGGCCGCATCGTTCTGATCGGCGACGAAAGGCATCCTCCCTATGAGCG : 4050
  G  G  W  I  I  K  T  L  G  V  E  G  F  S  G  R  I  V  L  I  G  D  E  R  H  P  P  Y  E  R
ORF6
GCCGCCGCTCTCTAAAAATGCGCTGCGCGACGCGGAGGCAGTTTCCGAGACGGCCCTTTTGTCGATCGAGAACCTGGCTGAAGCCAAGGT : 4140
  P  P  L  S  K  N  A  L  R  D  A  E  A  V  S  E  T  A  L  L  S  I  E  N  L  A  E  A  K  V
ORF6
CGAGAGCTGGCTAGGCGAAGAAGTCGTCAAGATTGATCGCTCCGCGCAAACGGTTCGATGCGCCAGCGGCCGCGAGAACCGCTATGATCG : 4230
  E  S  W  L  G  E  E  V  V  K  I  D  R  S  A  Q  T  V  R  C  A  S  G  R  E  N  R  Y  D  R
ORF6
GCTCTTTCTGGCAACGGGGAGCCGGCCCCGCGTTCCCGACTGGATGGCCGGACAGAAATCCGACCGTATCCATCTGCTCCGCACCATCGA : 4320
  L  F  L  A  T  G  S  R  P  R  V  P  D  W  M  A  G  Q  K  S  D  R  I  H  L  L  R  T  I  D
ORF6
TGATGCCGCCGCGCTCCGTTCGAGCCTCTCCGGCACGAAGCACCTCCTCATCGTGGGCGGCGGCTGGATCGGCCTTGAAGTCGCGGCCAC : 4410
  D  A  A  A  L  R  S  S  L  S  G  T  K  H  L  L  I  V  G  G  G  W  I  G  L  E  V  A  A  T
ORF6
GGTCCGCAGTCTTGGCATTGCCGTCACTGTGGTCGAAGCCGCGCCCCGGCTGTGTCAGCGCTCGGTCCCGGAGCCGGTCTCGGATTGGCT : 4500




  R  S  L  H  E  G  H  G  V  A  F  V  M  G  R  S  V  D  Q  L  V  E  Q  P  D  G  I  M  L  E
ORF6
ACTGGATGACGGCACGGCCCGGATGGCGGACCGCGTGCTCGTATGCGTCGGCGCAATTCCCAACGTCGCGCTCGCCGAGCTGGCCGGCCT : 4680
  L  D  D  G  T  A  R  M  A  D  R  V  L  V  C  V  G  A  I  P  N  V  A  L  A  E  L  A  G  L
ORF6
GGACGTGAGCAATGGCATCCTCGTTGATG : 4709
  D  V  S  N  G  I  L  V  D
6.5 Nukleotidsequenz des Genclusters tfd1 aus Sphingomonas sp. EML146
Die codierenden Sequenzbereiche sind grau unterlegt. Die Aminosäuren der codierten Proteine
sind mittig unter den Codons angegeben.
tfdD
GATCGTCGCCGTGACGGCGGCGATTACATGATCCGGATGGTCGGAAAATGGGGGCGCGCTCGCCGCCGGAGGCGTGAGCTCTGTCACCAA :   90
CTAGCAGCGGCACTGCCGCCGCTAATGTACTAGGCCTACCAGCCTTTTACCCCCGCGCGAGCGGCGGCCTCCGCACTCGAGACAGTGGTT
 I  T  A  T  V  A  A  I  V  H  D  P  H  D  S  F  P  P  A  S  A  A  P  P  T  L  E  T  V  L

AGTCATCTGAAATCTGTCTCCCCTGCGCCGAAGCGGGGCGAACCAGGGCTCGTCTCGCTTCCCGGCTGCCATCGAACCGGTTTGTCCGAC :  180
TCAGTA
 T  M TfdD
AGCTCCGTTTGTCGGCCAATGTTGCCCCTGTTGCTCGATGAAGAAAAATACTAATGCAGGGCTCACGCAATACGTGAACGGTATGGGAGC :  270
     tfdR
ATGTTTTGGAATTTCGCCAACTACGCTATTTTGTTGCCGTCGCCGAAGAAGGCAATCTGACCGCCGCAGCGCGCAAGCTGCATGTCTCGC :  360
TfdR M  E  F  R  Q  L  R  Y  F  V  A  V  A  E  E  G  N  L  T  A  A  A  R  K  L  H  V  S
tfdR
AGCCTCCAATCACGCGGCAGATCAAGCAGTTGGAGGACGAGCTCGGTGTCGAACTGCTCGTCCGATCCTCGAAAGGTGTGCAGGTAACCG :  450
Q  P  P  I  T  R  Q  I  K  Q  L  E  D  E  L  G  V  E  L  L  V  R  S  S  K  G  V  Q  V  T
tfdR
AAGCCGGGAAGCTGTTCCTCGTCGAGGCGAAGCGCCTGCTCGATATCAGCCATACCGCGATCGAAAAATCGAGGGCAGCGCAGGCCGGCG :  540
E  A  G  K  L  F  L  V  E  A  K  R  L  L  D  I  S  H  T  A  I  E  K  S  R  A  A  Q  A  G
tfdR
AGCTCGGGCGCCTCGACATCGGCTATTTCGGAGCGACAATCTACACGGTCGTTCCGCAGCTGGTGCGCACTTTCATGACCGCCCGCCCCC :  630
E  L  G  R  L  D  I  G  Y  F  G  A  T  I  Y  T  V  V  P  Q  L  V  R  T  F  M  T  A  R  P
tfdR
ATATCTCGGTCAAGATACAAAGAGCCAGCAAGGACGAACAGGTCGCGCGGCTCCGCGACGGCCAGCTGGGCATCGGCTTCGCCCGATATT :  720
H  I  S  V  K  I  Q  R  A  S  K  D  E  Q  V  A  R  L  R  D  G  Q  L  G  I  G  F  A  R  Y
tfdR
ATTCGGTCGATCACGACCTCCAGACCATGCGGATCGGCGAAGAGCGCCTGTACCTCGCCGAGCGTCTCGATGCAGCGCAACCGCCGTCGC :  810
Y  S  V  D  H  D  L  Q  T  M  R  I  G  E  E  R  L  Y  L  A  E  R  L  D  A  A  Q  P  P  S
tfdR
CGATTGACGGGCTGGAGAAGATCCACGGACGCTCGTTGACGGTATTTCCGCAGCTGGGCCGTCCCGGTTTCGCCGATGAGGTCCTGCGGT :  900
P  I  D  G  L  E  K  I  H  G  R  S  L  T  V  F  P  Q  L  G  R  P  G  F  A  D  E  V  L  R
tfdR
TTCTGATGACCGTAAACGTTCAGCCTGCGATGACCGATCCCGCCGAAGATGTATTTGCGGCGCTCGCCATGGTGCTGGTCAGCGATTCGC :  990
F  L  M  T  V  N  V  Q  P  A  M  T  D  P  A  E  D  V  F  A  A  L  A  M  V  L  V  S  D  S
tfdR
TCAGCATCGTCCCGGAATCGGTGGCCCGCCTCGCATGGCCTGGCATCTGCTTCTCGCCGATCGAGCATCCCGCAGCCGTTTCCGCGATCA : 1080




S  C  V  F  L  R  D  G  R  P  P  V  V  D  A  F  L  A  S  L  A  E  S  D  S  T  S  V  *
GAGCCAGCAACAGTATTGGACCGCATGGCTAGCGCTCTCTAGCGTCAGGGGCGAAGGATCATGACGACCGGCGAAGAGCGAGCCTTCCAG : 1260
CCGTGCCGGCGTGGTCGTCATCCACATTCGCGCCGGGGTTGCCGGAAGGCGCGCGACAGTCGCACCCGGCTCCAGTGCCACGAGGTCATC : 1350
                                                                                       Tfd
  tfdF
GCATGAATATTCCGTTTGTTTTCGAAGGTCAGCCCTATCGGGTTCTGTTCGGCCATGGGACGCTCGGCAAGTTACCCGAGGAGGCAGAGC : 1440
F M  N  I  P  F  V  F  E  G  Q  P  Y  R  V  L  F  G  H  G  T  L  G  K  L  P  E  E  A  E
tfdF
GACTGGGCTGCGAACGTCTGCTCATAGTTTCGACACCTGACCAGCGAACGGCAGCAGAGGAGGTTGCCGCGCTTCTGGGCGACCGGTGCG : 1530
R  L  G  C  E  R  L  L  I  V  S  T  P  D  Q  R  T  A  A  E  E  V  A  A  L  L  G  D  R  C
tfdF
CCGCCACCTATCACGGCGCGCGGATGCACACCCCGGTCGAGGTGACCATCGACGCCATGGCGATCGTCGCAGAGCATCGGATCGATGGTC : 1620
A  A  T  Y  H  G  A  R  M  H  T  P  V  E  V  T  I  D  A  M  A  I  V  A  E  H  R  I  D  G
tfdF
TTGTAGCCTTGGGCGGCGGGTCGGCGATCGGCCTGTCGAAAGCAATCGCGCTTCGAACCGACCTTCCCCAGATCGCCATTCCCACGACCT : 1710
L  V  A  L  G  G  G  S  A  I  G  L  S  K  A  I  A  L  R  T  D  L  P  Q  I  A  I  P  T  T
tfdF
ATGCCGGATCGGAGATGACCCGGATCATCGGCCAGACCGAAGCGGGAGAAAAGACGACCCAGGTGACGGCCAAGGTTCTCCCCGAAACGG : 1800
Y  A  G  S  E  M  T  R  I  I  G  Q  T  E  A  G  E  K  T  T  Q  V  T  A  K  V  L  P  E  T
tfdF
TGATATACGATGTCGATCTGACGCTGACCTTGCCCCCGAAGCTTTCGGTTACCAGTGGTATCAATGCGATGGCGCACGCGGTCGAAGCCC : 1890
V  I  Y  D  V  D  L  T  L  T  L  P  P  K  L  S  V  T  S  G  I  N  A  M  A  H  A  V  E  A
tfdF
TTTATGCGACCAACGGCAATCCGATCGTGCAGCTGATGGCCGAGGAAGGCATCGCGGCACTCTATCGTGGGCTACCGACAATCGCACAGT : 1980
L  Y  A  T  N  G  N  P  I  V  Q  L  M  A  E  E  G  I  A  A  L  Y  R  G  L  P  T  I  A  Q
tfdF
GGCCCGACGACAAGGACGCGCGCCGCGACGCGCTTTACGGCGCGTGGCTCTGCGCGATCTGCCTGGGTCAGACGAGTATGGCCCTTCATC : 2070
W  P  D  D  K  D  A  R  R  D  A  L  Y  G  A  W  L  C  A  I  C  L  G  Q  T  S  M  A  L  H
tfdF
ACAAGCTCTGCCACGTGCTGGGCGGCTCCTTCGACCTCCCGCACGCCGAAACGCACACGATCATTCTGCCGCACGCGCTCGCCTATAATG : 2160
H  K  L  C  H  V  L  G  G  S  F  D  L  P  H  A  E  T  H  T  I  I  L  P  H  A  L  A  Y  N
tfdF
CGCCCACCGCACGCGATGCCGTCGACGCCATCAAGCGCGCGCTGGGCGGCGACGGGATAGCCGGTCGTATCTACGACCTGGCCGAAGGGG : 2250
A  P  T  A  R  D  A  V  D  A  I  K  R  A  L  G  G  D  G  I  A  G  R  I  Y  D  L  A  E  G
tfdF
CCGGCGTCCCGGTGGCGCTACGCGATCTCGGCATGGAGGAGAGCGATATCGACCGGGCCGTCGCGCTGGCGCTTGCGAATGCCTATGCCA : 2340
A  G  V  P  V  A  L  R  D  L  G  M  E  E  S  D  I  D  R  A  V  A  L  A  L  A  N  A  Y  A
tfdF
ATCCGCGCCCGCTCGAGCCGCATCTCCTGCGCCGCCTGATCGCAAACGCCTGGGCGGGCGTCCGGCCCGATCACAGCACTTACACGGATT : 2430





                                                                                        
TCCCGAATCCGCCACAATCCATAGTCTTGCAGTTCAAAATGGAAGAATGCGGTCGTGGCGGCGCTGCGACGCACAGGAGAGAGGTTATAT : 2700
                                                                                   TfdC M
tfdC
GAGCAATCGTTTGGAAGCGGTCGTGGCCGATATCGTCGAGGGCATCCGCGGCGCGCTGATGAAGCACGACGTGACCTTCGACGAGTATCG : 2790
  S  N  R  L  E  A  V  V  A  D  I  V  E  G  I  R  G  A  L  M  K  H  D  V  T  F  D  E  Y  R
tfdC
GCAGGGCATCGGCTACATCATGAAAACCGTCGAGGCCGGCGAGCTGCCGCTTATGATCGATGCCTTTCTGAACACGACCATTTGCCAGAT : 2880




  E  N  R  N  F  G  G  S  T  S  T  L  E  G  P  Y  F  L  D  D  A  P  F  V  E  G  A  L  K  T
tfdC
CTATGAGGACGACCGCCACGAGCCGCTCCTGCTGCGCGGCCGGGTCCTCGACCTAGCCGGCGCGCCGGTTGCCGACGCGATCATCGACGT : 3060
  Y  E  D  D  R  H  E  P  L  L  L  R  G  R  V  L  D  L  A  G  A  P  V  A  D  A  I  I  D  V
tfdC
CTGGCATTCGACGCCCGACGGCCATTATGGCGGCTTCCACAATAATATTCCGCGCGATTTCTATCGCGGGAAGCTGCGCACCGATGCCGC : 3150
  W  H  S  T  P  D  G  H  Y  G  G  F  H  N  N  I  P  R  D  F  Y  R  G  K  L  R  T  D  A  A
tfdC
GGGGGGGTATGAAGTGCGCACCACCGTGCCCGTCGCTTATAAAATTCCGGATCAAGGTCCGGTCGGCGCATTGCTGGAAGCCATGGGACG : 3240
  G  G  Y  E  V  R  T  T  V  P  V  A  Y  K  I  P  D  Q  G  P  V  G  A  L  L  E  A  M  G  R
tfdC
GCACAGCTGGCGTCCCGCGCATGTCCATTACAAGGTTCGCGCACCCGGATTCCACACGTTGACCACCCAGGCCTATTTCGAGGGCGGCGA : 3330
  H  S  W  R  P  A  H  V  H  Y  K  V  R  A  P  G  F  H  T  L  T  T  Q  A  Y  F  E  G  G  E
tfdC
GTATGTGGACAGCGATTGCTGCGAAGGCGTTCACTCGGAATTGATTCATGCCGATGTGCGCGAGAGCGGCATCAAGGTGATCGAGACCGA : 3420
  Y  V  D  S  D  C  C  E  G  V  H  S  E  L  I  H  A  D  V  R  E  S  G  I  K  V  I  E  T  D
tfdC
CTTTGAGCTCGCACCTGCCTTGGCGCACGCCG                                                           : 3452
  F  E  L  A  P  A  L  A  H  A
6.6 Nukleotidsequenz des Genclusters tfd2 aus Sphingomonas sp. EML146
Die codierenden Sequenzbereiche sind grau unterlegt. Die Aminosäuren der codierten Proteine
sind mittig unter den Codons angegeben. Unterstrichene Basen innerhalb der Sequenz von
IS6100 gehören zum Terminal Inverted Repeat.
tfdD2
AATTCGCTCCTGGTCAAAAACGCTGATGCCGATGACGGCCGGTGCCAGATAATGGTCGATCATCAGCTTGATCGTTTCGACGCACTCACC :   90
TTAAGCGAGGACCAGTTTTTGCGACTACGGCTACTGCCGGCCACGGTCTATTACCAGCTAGTAGTCGAACTAGCAAAGCTGCGTGAGTGG
 I  R  E  Q  D  F  V  S  I  G  I  V  A  P  A  L  Y  H  D  I  M  L  K  I  T  E  V  C  E  G
tfdD2
GCCCCAGAAGGCGGTCCCGCCGGGAGTTCCGCCTTCTCCCCAGCCGACTGCGCCACCTGCCGTGACCAGTTCGACCATTACCAACGACTG :  180
CGGGGTCTTCCGCCAGGGCGGCCCTCAAGGCGGAAGAGGGGTCGGCTGACGCGGTGGACGGCACTGGTCAAGCTGGTAATGGTTGCTGAC
 G  W  F  A  T  G  G  P  T  G  G  E  G  W  G  V  A  G  G  A  T  V  L  E  V  M  V  L  S  Q
tfdD2
TGTCGCGTGGGTGCCAGTCGCATGAAAATGCGGTCGGCGAAGGGGCAAGTCGACGATCGTCGCCGTGACGGCGGCGATAGCATGATCCGG :  270
ACAGCGCACCCACGGTCAGCGTACTTTTACGCCAGCCGCTTCCCCGTTCAGCTGCTAGCAGCGGCACTGCCGCCGCTATCGTACTAGGCC
 T  A  H  T  G  T  A  H  F  H  P  R  R  L  P  L  D  V  I  T  A  T  V  A  A  I  A  H  D  P
tfdD2
ATGGACGGAGAACGGGGGTGCGCTCACCGCCGGAGGCGTGAGCTCTGTCACCAAAGTCATCTGAAATCTGTCTCCCCTGCGCCGAAGCGG :  360
TACCTGCCTCTTGCCCCCACGCGAGTGGCGGCCTCCGCACTCGAGACAGTGGTTTCAGTA
 H  V  S  F  P  P  A  S  V  A  P  P  T  L  E  T  V  L  T  M TfdD2
GACGGATTGGGACCCACTTCCCGGCTGCCATTGAACCGGTTTGTCCGACGGCTCCGCTTGTTGGCCAATGTTGCCCCTGTTGTTCGATGA :  450
            tfdR2
AGAAAAATACTAATGCAGGGTCCTCGCAATACGCGATCGGTATGGGAGAAAGTTTTGGAATTTCGCCAACTCCGCTATTTTGTGGCCGTC :  540
      TfdR2 M  Q  G  P  R  N  T  R  S  V  W  E  K  V  L  E  F  R  Q  L  R  Y  F  V  A  V
tfdR2
GCCGAGGAGGGCAACCTGACTGCGGCAGCGCGGAAGCTGCATGTGTCGCAGCCGCCTATCACCCGGCAGATCAAGCAGTTGGAGGACGAG :  630
 A  E  E  G  N  L  T  A  A  A  R  K  L  H  V  S  Q  P  P  I  T  R  Q  I  K  Q  L  E  D  E
Anhang 147
tfdR2
CTCGGCGTAGAATTGCTTGTCCGATCGTCGAAGGGTGTCCAGGTCACAGAAGCGGGAAAGCTGTTCCTGGTCGAAGCGAAGCGCCTGCTC :  720
 L  G  V  E  L  L  V  R  S  S  K  G  V  Q  V  T  E  A  G  K  L  F  L  V  E  A  K  R  L  L
tfdR2
GACATCAGCCATGCCGCGATCGACAAGTCGAGGGCAGCGCAGGCCGGCGAACTCGGTCGTCTCGACATCGGATACTTCGGCGCAACAATC :  810
 D  I  S  H  A  A  I  D  K  S  R  A  A  Q  A  G  E  L  G  R  L  D  I  G  Y  F  G  A  T  I
tfdR2
TATACGGTCGTGCCGCAGCTCGTACGCACCTTCATGACCGCCCGCCCCCATATCTCTGTCAAGATCCAAAGGGCGAGCAAGGACGAACAG :  900
 Y  T  V  V  P  Q  L  V  R  T  F  M  T  A  R  P  H  I  S  V  K  I  Q  R  A  S  K  D  E  Q
tfdR2
ATCGCCCGGCTCCGTGACGGCCAACTGGGCATCGGCTTTGCCCGATATTATTCCGTCGATCATGACCTCCAGACGATGCGGATTGGAGAA :  990
 I  A  R  L  R  D  G  Q  L  G  I  G  F  A  R  Y  Y  S  V  D  H  D  L  Q  T  M  R  I  G  E
tfdR2
GAGCGGCTCTATCTTGCGGAGCGGCTCGATGCAGCTCAACCGCCGTCGCCAGTCGACGGATTGGAGAAAATCCACGGACGCTCATTGACT : 1080
 E  R  L  Y  L  A  E  R  L  D  A  A  Q  P  P  S  P  V  D  G  L  E  K  I  H  G  R  S  L  T
tfdR2
GTCTTTCCGCAGCTGGGTCGCCCGGGTTTCGCCGATGAAGTCCTGCGGCTTCTGATGACCGTGAATGTTCAGCCTGCGATGACGGATCCC : 1170
 V  F  P  Q  L  G  R  P  G  F  A  D  E  V  L  R  L  L  M  T  V  N  V  Q  P  A  M  T  D  P
tfdR2
GCCGAAGATGTGTTTGCAGCGCTTGCCATGGTGCTTGTCAGCGATTCACTCAGCATCGTTCCTGAATCGGTGGCCCGTCTTGCATGGCCC : 1260
 A  E  D  V  F  A  A  L  A  M  V  L  V  S  D  S  L  S  I  V  P  E  S  V  A  R  L  A  W  P
tfdR2
GGCATCCATTTCTCGCCGATCGATCATCCCGCCGCCGTATCGGCGATCAGCTGCGTTTTTCTTCGAGACGGCAGGCCGCCTGTCGTCGAT : 1350
 G  I  H  F  S  P  I  D  H  P  A  A  V  S  A  I  S  C  V  F  L  R  D  G  R  P  P  V  V  D
tfdR2
GCGTTTCTCGCGAGCTTGACGGATAGCGATAGCTCTTCGGTATAGCCGAGGCCCGGCAACAGTATTGGACCGCATGGCTGGCGCCCTTTA : 1440
 A  F  L  A  S  L  T  D  S  D  S  S  S  V  *
GCGTCGGGCGGGAACGGGCACGAGTAACCAGGGAAGAGCGATCTTTCCAGCAAGCTGGCGTGGCCGTCATCCACATTCGCGCCGGAGCCC : 1530
                                                 tfdF2
GCCGAAAGGCGGCCTTTCGCACCCGGATTCCTTACCACGAGGTCATCGCATGAAATTCCCGTTTGTTTACGAAGGTCAGCCCTATCGGGT : 1620
                                           TfdF2 M  K  F  P  F  V  Y  E  G  Q  P  Y  R  V
tfdF2
CCTGTTCGGCCATGGGACGCTTGGCGAGGTACCCGCCGAAGCCGAACGACTGGGCTGCGGACGTATGCTCGTGCTCTCGACTCCCGACCA : 1710
  L  F  G  H  G  T  L  G  E  V  P  A  E  A  E  R  L  G  C  G  R  M  L  V  L  S  T  P  D  Q
tfdF2
GCGGGCGGCGGCCGACGGGGTTGCCGCACTTCTTGGCGACCGATGCGCCGCCACCTATCACGACGCGCGAATGCATACGCCGGTCGAGGT : 1800
  R  A  A  A  D  G  V  A  A  L  L  G  D  R  C  A  A  T  Y  H  D  A  R  M  H  T  P  V  E  V
tfdF2
GACTGCGGACGCCATGGCGGTGGTCGCAAAGCATCGTATCGACGGCCTTGTAGCTTTGGGCGGCGGGTCCGCGATCGGCCTGTCCAAGGC : 1890
  T  A  D  A  M  A  V  V  A  K  H  R  I  D  G  L  V  A  L  G  G  G  S  A  I  G  L  S  K  A
tfdF2
GATCGCACTTCGAACCGACCTCCCCCAAATCGCCATTCCCACGACCTATGCGGGATCGGAGATGACCCGGATCATCGGCCAGACCGAAGC : 1980
  I  A  L  R  T  D  L  P  Q  I  A  I  P  T  T  Y  A  G  S  E  M  T  R  I  I  G  Q  T  E  A
tfdF2
GGGCGAAAAAACGACGCAGGTAACGGCAAAGGTTCTCCCCGAAACCGTGATATACGATGTCGATCTGACCCTGACATTGCCCCCGAAGCT : 2070
  G  E  K  T  T  Q  V  T  A  K  V  L  P  E  T  V  I  Y  D  V  D  L  T  L  T  L  P  P  K  L
tfdF2
TTCGGTCACCAGCGGTATCAATGCGATGGCGCACGCAGTCGAAGCCCTGTACGCGACCAACAGCAATCCGGTGGTGAAGCTGATGGCCGA : 2160
  S  V  T  S  G  I  N  A  M  A  H  A  V  E  A  L  Y  A  T  N  S  N  P  V  V  K  L  M  A  E
tfdF2
GGCCGGTATCGCGGCCCTCTATCGCGGATTGCCGACCATCGCACAGTGGCCGGACGACAAGGACGCGCGCCGCGACGCGCTTTACGGCGC : 2250
  A  G  I  A  A  L  Y  R  G  L  P  T  I  A  Q  W  P  D  D  K  D  A  R  R  D  A  L  Y  G  A
tfdF2
TTGGCTTTGCGCGATCTGCCTAGGTCAGACGAGCATGGCTCTTCACCACAAGCTCTGCCACGTCCTGGGAGGTTCGTTCGACCTCCCGCA : 2340




  A  E  T  H  T  I  V  L  P  H  A  L  A  Y  N  A  P  A  V  R  E  A  V  G  A  I  K  R  A  L
tfdF2
GGGCGGAGACGGGATAGCGGGCCGCATCTACGACCTTGCCGAGCGGGCCGGGGCTCCGGTGGCATTGCGCGATCTAGGCATGGAAGAGAG : 2520
  G  G  D  G  I  A  G  R  I  Y  D  L  A  E  R  A  G  A  P  V  A  L  R  D  L  G  M  E  E  S
tfdF2
CGATATCGACCGGGCCGTCGAGCTCGCTCTTGCGAACGCCTATGCGAATCCGCGCCCGCTCGAGCCGCATCTCCTGCGTCGCCTGATCGC : 2610
  D  I  D  R  A  V  E  L  A  L  A  N  A  Y  A  N  P  R  P  L  E  P  H  L  L  R  R  L  I  A
tfdF2
AAATGCCTGGGCGGGCGTCCGGCCCGACCACGGCACCTACACCGATTGAGGCGCTTCGCGGATTGAACAACGGGAACGATTGCATGAGAT : 2700
  N  A  W  A  G  V  R  P  D  H  G  T  Y  T  D  *
GTTCCGGACGGGAACGGATCGAGGTCCAGGCCGATTGATTTTCGCGGTTGGGCAGCAATAAATTTGATGAGATCGGCTTGCCCGCGATAC : 2790
GGCCGAGGTATGGACGGACCGCCGATAAAGTATTTTCCCGAATCCGCCACGATCCATAGTCTTGCGGCTCAAAATGGGAAAATGCGGTTG : 2880
                                 tfdC2
TGGCGGCGCTACGACGCATAGGAGAGAGGTTTTATGAGCAATCGTTTGGAAGCAGTCGTGGCCGATATCGTCGAGGGCATCCGCGGCGCG : 2970
                           TfdC2 M  S  N  R  L  E  A  V  V  A  D  I  V  E  G  I  R  G  A
tfdC2
CTGATGAAGCACGACGTGACCTTCGACGAGTATCGGCGGGGCATCGGCTACATCATGAAAACCGTCGAGGCCGGCGAGCTGCCGCTTATG : 3060
 L  M  K  H  D  V  T  F  D  E  Y  R  R  G  I  G  Y  I  M  K  T  V  E  A  G  E  L  P  L  M
tfdC2
ATCGATGCCTTTCTGAACACCACCATTTGCCAGATCGAAAACCGCAACTTCGGCGGGAGCACGAGCACGCTCGAGGGTCCTTATTTCCTT : 3150
 I  D  A  F  L  N  T  T  I  C  Q  I  E  N  R  N  F  G  G  S  T  S  T  L  E  G  P  Y  F  L
tfdC2
GACGACGCGCCCTTCGTCGACGGCGCGCTGAAGAGCTATGAGGACGACCGCCACGAGCCGCTCCTGCTGCGCGGGCGCGTGCTCGATCTC : 3240
 D  D  A  P  F  V  D  G  A  L  K  S  Y  E  D  D  R  H  E  P  L  L  L  R  G  R  V  L  D  L
tfdC2
GCCGGCGCGCCGGTCGCGGACGCCGTTGTCGACGTCTGGCACTCGACGCCCGACGGCCATTATGGCGGGTTCCACAATAATATTCCGCGC : 3330
 A  G  A  P  V  A  D  A  V  V  D  V  W  H  S  T  P  D  G  H  Y  G  G  F  H  N  N  I  P  R
tfdC2
GATTTCTATCGCGGGAAGCTGCGCACCGATGCCACGGGTCATTATGAAGTACGCACCACCGTGCCCGTCGCCTATAAGATCCCCGACCAA : 3420
 D  F  Y  R  G  K  L  R  T  D  A  T  G  H  Y  E  V  R  T  T  V  P  V  A  Y  K  I  P  D  Q
tfdC2
GGTCCAGTCGGCGCATTGCTGGAAGCGATGGGCCGGCACAGCTGGCGTCCCGCGCATGTCCACTACAAGGTTCGCGCGCCCGGATTCCAC : 3510
 G  P  V  G  A  L  L  E  A  M  G  R  H  S  W  R  P  A  H  V  H  Y  K  V  R  A  P  G  F  H
tfdC2
ACGCTAACCACTCAGGCCTATTTCGAGGGCGGCGAGTATGTGGACAGCGACTGCTGTGAAGGGGTTCATTCGGAACTGATCCACGCCGAT : 3600
 T  L  T  T  Q  A  Y  F  E  G  G  E  Y  V  D  S  D  C  C  E  G  V  H  S  E  L  I  H  A  D
tfdC2
ATACGCGAGAGCGGCATCAAGATGATCGAGACCGACTTTGCGCTCGCTCCGGCCGTAGCACACGCCGCTGCCGCGGCCTGACGGGCGCGG : 3690
 I  R  E  S  G  I  K  M  I  E  T  D  F  A  L  A  P  A  V  A  H  A  A  A  A  A  *       Tfd
   tfdE2
ATCATGTGCCATGGCCAAGCATCGGCGGCTTTACCGCCGCCAGGTAAAAGCGTTGCGATGAACGATGGCCTGCCGAGCCTCGCATTCGGC : 3780
E2 M  C  H  G  Q  A  S  A  A  L  P  P  P  G  K  S  V  A  M  N  D  G  L  P  S  L  A  F  G
tfdE2
GACCAAGGAGATCGAACCAGGATCGCCATTTTGCCGGACATCTACGGCCCCGGCCCCTTCTACCAGCAACTGGCCACACACATGGCCGAG : 3870
 D  Q  G  D  R  T  R  I  A  I  L  P  D  I  Y  G  P  G  P  F  Y  Q  Q  L  A  T  H  M  A  E
tfdE2
CGCGGCGCATTCGTACATTTGATGGATCCTTTCCATGATCTCGGTCCCTTGCCGGAGGTCACCCGCGAGGCGGCGTTCGCTCGCCGGCAC : 3960
 R  G  A  F  V  H  L  M  D  P  F  H  D  L  G  P  L  P  E  V  T  R  E  A  A  F  A  R  R  H
tfdE2
CGCGTCCGTGATCGCACTTATGTCGACGCGTTTGAGCATTTCATCGGTGAGCAGCGCATCACAGGCGTTGCCGGCTTCTGCCTCGGCGGT : 4050
 R  V  R  D  R  T  Y  V  D  A  F  E  H  F  I  G  E  Q  R  I  T  G  V  A  G  F  C  L  G  G
tfdE2
CTTTATGTGTTCGAACTCGCCCGGCGCGGAATTCCGGTGAGCCTGGTGAGCCTTTATGGATTTCCGCAAGGGCTGGCGAACGACGACCCA : 4140




 L  P  V  P  F  D  Y  L  E  G  L  P  H  R  H  V  A  L  F  G  D  Q  D  Q  S  Q  S  P  E  N
tfdE2
TTCCTTCGACTGACGCAGATTGCCGAGCGCACGCCCGACTTCGGGCTCCACCTTTTTCCCGGCTCCGGTCACGGCTTTCTAGCAGACATT : 4320
 F  L  R  L  T  Q  I  A  E  R  T  P  D  F  G  L  H  L  F  P  G  S  G  H  G  F  L  A  D  I
tfdE2
GGAAGCGACGACCCCTCGCTCGCGCAAAATGCGCGCGCTGCGCTCGAAATCCTCGAAGACATGCTGCTCGTCGGAGAAGCGAAAGAGAGA : 4410
 G  S  D  D  P  S  L  A  Q  N  A  R  A  A  L  E  I  L  E  D  M  L  L  V  G  E  A  K  E  R
                                                    ORF6
GTTTGAAGGCCGCGCCCGAAAACGCCCCTCCAGAAAACAAGCAAATAGGAGAATCCTAATGTTGTCCCACGCCGACAATATGAAAATGTG : 4500
 V  *                                                ORF6 M  L  S  H  A  D  N  M  K  M  C
ORF6
CCAGACCGGCCGCGGCACGCCGATGGGCGAAGCGCTCCGCCGGTTCTGGATTCCGGTCCTTCTCAGTGAGCAGTTGAGCGAACCCGATGG : 4590
  Q  T  G  R  G  T  P  M  G  E  A  L  R  R  F  W  I  P  V  L  L  S  E  Q  L  S  E  P  D  G
ORF6
TCCGCCTCGCAGGCTGGAGATCATGGGTGAGACCTTCGCGGCGTTCCGGAACACCGACGGTGTCGTCGGAATTCTCGACGAGCAATGCTG : 4680
  P  P  R  R  L  E  I  M  G  E  T  F  A  A  F  R  N  T  D  G  V  V  G  I  L  D  E  Q  C  C
ORF6
TCACCGCGGCGCCAGCCTCGTGCTGGGCCGCGTCGAAGGCTGCGGCATCCGCTGTCTCTTCCATGGCTGGAAATTCGCCGTCGACGGCAC : 4770
  H  R  G  A  S  L  V  L  G  R  V  E  G  C  G  I  R  C  L  F  H  G  W  K  F  A  V  D  G  T
ORF6
GATCATGGAAACGCCCAACGTCCTCGATCCGCGCTTCAAGGAAAAATTCCGCGCCAAATCCTATCCCGTTCGCGAGGAAGGTGGCATGAT : 4860
  I  M  E  T  P  N  V  L  D  P  R  F  K  E  K  F  R  A  K  S  Y  P  V  R  E  E  G  G  M  I
ORF6
CTGGATGTACATGGGCCCCGCAGAGCTCGAGCCGCCCTTCCCGCATTGGCCCTATTTCGACGTTCCCGCCGAAAACCGATTGGCCGTGGC : 4950
  W  M  Y  M  G  P  A  E  L  E  P  P  F  P  H  W  P  Y  F  D  V  P  A  E  N  R  L  A  V  A
ORF6
CTTCGTTGTTGACGAATGCAATTTCGTTCAGCTCGGTGAAGCGCTCGTTGACAGTTCGCACCTGACGATCCTGCACAAGGATATCTTCGC : 5040
  F  V  V  D  E  C  N  F  V  Q  L  G  E  A  L  V  D  S  S  H  L  T  I  L  H  K  D  I  F  A
ORF6
AAGGGAATCGGATACGGTAGTCGCCGTCGCAGTGAAGAATGCTCGGGCGGTCGCCGCACCTAAAATCGAGGTGCAGGAAACCGATTTCGG : 5130
  R  E  S  D  T  V  V  A  V  A  V  K  N  A  R  A  V  A  A  P  K  I  E  V  Q  E  T  D  F  G
ORF6
GCTCTATTACGCAGCGACGCGCGCAGTGCCGACCGAGGACGGCATGGCCGATGAAGTGCGGCTCGCGACGTTCGTTGCGCCGTTCCATTA : 5220
  L  Y  Y  A  A  T  R  A  V  P  T  E  D  G  M  A  D  E  V  R  L  A  T  F  V  A  P  F  H  Y
ORF6IS6100
TCACAACGCCAATGGCAATTTCCTCGGCTCTGTTGCAAAGATTGGCGGCAGTCAGAGGTAGGCTGTCGCTCTGCGCCGATCAGGCGGCTG : 5310
  H  N  A  N  G  N  F  L                                                       AGTCCGCCGAC
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